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A preliminary note about pantothenic derivates 
employed as anti-pachicurares 


E. GALEOTTO 


Since March 22, 1956, pantothenic deri- 
vates (either alcohol, acid or the sodium salt, 
without any preference), have been employed 
as drugs possessing an anti-pachicuraric activity. 

For the first time I thought of that emply- 
ment when I came to know of the results 
obtained with vitamin B, in the treatment 
of intestinal atony and of paralitic ileus, 
which up to now have been treated, and still 
are, for the most part with prostigmine, the 
most powerful of present-day anti-pachicurares. 

Our clinical experimentation, which is the 
subject of this short communication, was 
justified by the already proved acetylizing 
action on choline proper of Co-Enzyme A 
of Lipmann (CoA); now, in CoA, panto- 
thenic acid is present, linked by a bridge of 
pyrophosphate to di-phospho-adenosine and 
by a peptidic link to beta-mercapto-ethyl- 
amine. 

The recent discovery of an enzyme which 
re-synthesizes the decomposed acetylcholine 
has made me hope to be able to obtain the 
depolarization of the myoneural junction in 


patients who had been curarized with pachi- 
curares by employment of pantothenic deri- 
vates. 

According to the electro-chemical theory of 
stimulus transmission from nerve to muscle, 
the neural impulse should reach the myoneural 
junction under the form of an electrical vari- 
ation, following which acetylcholine would 
be released within the junction itself. This 
acetylcholine release would then augment 
membrane permeability of this small organ 
for K+ ions which, by going out of the junction, 
would depolarize it and institute a potential- 
-difference between muscle fibre and myoneural 
junction which is necessary for contraction. 

It is known that pachicurares act by block- 
ing the receptors upon which acetylcholine 
must link itself in order to cause the aug- 
mentation of permeability of the membrane 
for K+ ions; and it is also known that any 
amount of acetylcholine which is not utilized 
is promptly destroyed by cholinesterase. 

These have been the theoretical foundations 
of our clinical experimentation. 
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We have been employing cither panto- 
thenic alcohol or acid or sodium pantothe- 
nate, as it has been proved that once introduc- 
ed into the organism, they all behave simil- 
arly, in surgical patients who had been anae- 
sthetized and curarized with pachicurares 
(d-tubocurarine, dimethyltubocurarine, gal- 
lamine) in whom, at the end of operation, 
muscle hypotony and respiratory depression 
or even apnea were manifest. 

In order to better prove their hypothethic 
decurarising activity, we have sometimes 
re-established curarization at the time of skin 
suture. 

The results obtained up to now are decisively 
encouraging and we have never had any 
trouble because of this treatment, which has 
been employed even on a 7-year old girl 
(80-750 mg according to the age of patients 
and to the deepness of curarisation). 

In the cases collected up to now, no increase 
in the commonest postoperative compli- 
cations has been observed (neither vomit nor 
urinary retention) and never did we see either 
bronchopulmonary complications due to un- 
der-ventilation or to other causes, or intestinal 
paresis or atony. 

It is however too early to boast of the effi- 
ciency and innocuity of this treatment, as our 
cases are too few. We will be able to state 
an objective clinical judgment only when in 
possess of further data. 

The subject is undoubtedly of a great prac- 
tical and theoretical interest and is worthy of 
clinical and experimental work, as_ several 
obscure points still dominate the physiopa- 
thology of myoneural junction, as well as 
pharmacodynamics of pachi-curares and lepto- 
curares (*). 


SUM MARY 


After having briefly referred to the chief notions 
about myoneural junction physiology and about 
the presumed mechanism of action of pachicurares, 


(*) References will appear in successive works. 
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the author communicates the first results obtained 
clinically by employment of pantothenic derivates 
(either alcohol, acid or the sodium salt) as anti- 
-pachicuraric drugs. 


RIASSUNTO 


Nota preliminare su Vimpiego dei derivati pantotenici 
come anti-pachicurari. 


Premesse alcune nozioni sulla fisiologia della placca 
mioneurale e sul presunto meccanismo d’azione dei 
pachicurari, l’A. riferisce sui primi risultati conse- 
guiti in Clinica impiegando i derivati pantotenici 
(indifferentemente l’alcool, l’acido o il sale sodico) 
quali farmaci ad attivita anti-pachicurarica. 


RESUME 


Note préliminaire sur Pemploi des dérivés pantothéni- 
ques comme anti-pachycurares. 


Aprés un bref rappel sur la physiologie de la pla- 
que myo-neurale et sur le mécanisme d’action pré- 
sumé des pachycurares, l’auteur rapporte les premiers 
résultats obtenus en clinique en utilisant les dérivés 

antothéniques (indifféremment l’alcool, l’acide ou 
fe sel sodique) en tant que médicaments doués d’une 
activité anti-pachycurare. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Vorlaufige Mitteilung iiber den Gebrauch der Panto- 
thenderivate als Anti-Pachycurare-Stoffe. 


Nach einigen Vorbemerkungen iiber die Physio- 
logie der motorischen Nervenendplatte und _ iiber 
den wahrscheinlichen Wirkungsmechanismus der 
Pachycurarestoffe berichtet Verf. iiber die ersten in 
der Klinik erzielten Ergebnisse bei Anwendung 
von Pantothenderivaten (gleichgiiltig ob Alkohole, 
Sauren oder Natriumsaltze) als Medikamente mit 
Anti-Pachycurare-Wirkung. 


RESUMEN 


Nota preliminar sobre el empleo de los derivados pan- 
toténicos como antipaquicurares. 


Después de recordar algunas nociones sobre la 
fisiologia de la placa mioneural y sobre el sus 
puesto mecanismo de accién de los paquicurares 
el autor refiere los primeros resultados conseguido, 
en clinica utilizando los derivados pantoténicos 
(indiferentemente el alcohol, el Acido o la sal sd- 
dica) como farmacos dotados de una actividad anti- 
paquicurare. 
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ISTITUTO DI SEMEIOTICA MEDICA DELL’UNIVERSITA DI FERRARA 
(Direttore: Prof. A. Baserga) 


Modificazioni ematologiche ed istologiche 
da 6-aminonicotamide 


A. BASERGA - M. MORSIANI - G. M. MARIUZZI 


Nel campo delle ricerche sulle antivitamine, 
lo studio i eventuali antagonisti della nico- 
tamide é@ stato iniziato assai presto (1-2-3-4) 
anche nei riflessi di possibili rapporti con la 
vexata quaestio della patogenesi della pellagra 
e di una possibile ripresa, in versione moderna 
(tossico-carenziale anziché solo tossica) delle 
teorie tossico-zeistiche (5-6-7). 

Tuttavia le ricerche sugli antagonisti della 
vitamina PP avevano marcato il passo nei 
confronti degli studi su altre antivitamine 
come ad esempio quelle antifoliche su cui é 
apparsa una letteratura immensa e che hanno 
avuto anche diffuse applicazioni terapeutiche 
dirette. 

Gli studi possono venire ora ripresi util- 
mente attraverso la 6-aminonicotamide di 
cui Johnson e McColl hanno recentemente 
comunicato I'attivita tossica di altissimo grado. 
Negli esperimenti dei suddetti AA. la LDs» 
di questo antagonista della vitamina PP, nel 
topo é risultata di 35 mg pro Kg. La 6-ami- 
nonicotamide sarebbe quindi 8 volte pit at- 
tiva della 3-acetilpiridina. La nicotamide, alla 
dose di s0 mg pro Kg, aumenta di 8 volte 
la LDs. della 6-aminonicotamide e qualche 
protezione é stata dimostrata nel corso degli 
esperimenti di Johnson e McColl, anche da 
parte dell’acido nicotinico e del triptofano. 

L’estremo interesse biologico della sostanza 
in esame, la sua intensa attivita tossica e la 
mancanza di precedenti studi a questo ri- 
guardo nella letteratura medica europea, ci 
hanno spinto a studiare |’aspetto anatomo- 
-istopatologico sperimentale dell’intossicazione 
acuta, nel quadro dei numerosi studi sugli 
antimetaboliti in corso presso il nostro Istituto. 


Del resto gli stessi dati degli AA. canadesi 
a questo proposito sono ancora piuttosto 
scarsi: era stato riferito di una paralisi del 
treno posteriore vel coniglio e nel ratto 
nonché di una spiccatissima involuzione della 
milza che viene messa in rapporto da Johnson 
e McColl con l'ipotesi che la 6-aminonicota- 
mide porti alla formazione di un analogo inat- 
tivo del DPN. 

Gli studi, che poterono essere condotti con 
una piccola quantita della sostanza gentil- 
mente inviataci da W. Johnson di Montreal, 
sono stati eseguiti sui topini. Mediante un’u- 
nica iniezione intraperitoneo di 6-aminonico- 
tamide in soluzione acquosa, pari a 50 mg 
pro Kg, gli animali mostrarono fin dalla 12? 
ora dall’inizio dell’intossicazione, disturbi gene- 
rali consistenti in anoressia, bradipnea e para- 
paresi che venivano accentuandosi nelle ore 
seguenti, spesso con comparsa di diarrea e 
generalizzazione dei fatti paretici. A partire 
dalla 72* ora la quasi totalita degli animali 
appariva paraplegica (ved. fig. 1) e qualcuno 
di essi venne spontaneamente a morte attorno 
a questa ora; nessuno comunque sopravvisse 
oltre la settimana dall’inizio del trattamento. 

In alcuni animali vennero seguite le modi- 
ficazioni del quadro morfologico periferico, 
mentre altri vennero sacrificati, per lo studio 
anatomoistologico, in corrispondenza della 
12", 24%, 36°, 48", 60%, 72%, 164° ora. Alcuni 
animali vennero spontaneamente a morte 
fra la 48* ora e il settimo giorno (*). 


(*) Sono attualmente in corso esperimenti per stabilire even- 
tuali differenze fra animali tenuti alla luce e al buio, per lo studio 
di eventuali effetti fotodinamici, ma i primi dati finora ottenuti 
sembrerebbero a questo proposito poco probativi. 
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Fig. 1 - Topo trattato con 6-aminonicotamide dopo 72 ore dal trattamento. 
Dose impiegata: 50 mg/kg intraperitoneo. 


I risultati ottenuti dallo studio ematologico 
ci sono sembrati veramente significativi. E 
stato infatti possibile documentare una caduta 
fino alla scomparsa praticamente totale dei 
reticolociti ed una intensa leucopenia (i primi 
dati a questo riguardo sono stati comuni- 
cati alla sezione ferrarese della Societa Italiana 
di Ematologia il 10 febbraio 1956; 10). La fi- 
gura 2 mostra il comportamento dei reticolociti 
i quali cominciarono a manifestare una caduta 
del loro numero percentuale fin dalle prime 
ore, passando dal 4,4% a 3,9% in corrispon- 
denza della 12* ora e a 3,1 % in corrispon- 
denza della 24*. Alla 48* ora tale numero si 
mostrava ulteriormente ridotto (0,9) e, alla 
72° ora, questi elementi risultavano ormai 
rarissimi (0,3°%). Al settimo giorno dall’ini- 
zio dell’intossicazione i reticolociti erano 
assenti ormai in tutti gli animali considerati 
e, nel complesso, di pari passo con la dimi- 
nuzione della quota reticolocitaria si poteva 
osservare un netto spostamento a destra della 
formula reticolocitaria di Heilmeyer (fig.2). 

Pure notevole é risultata la leucopenia: i 
globuli bianchi mostrarono una netta dimi- 
nuzione numerica fin dalle prime ore dell’in- 
tossicazione cadendo da 12.000/mmc, media 
dei valori osservati nei controlli, a 4920 in 


corrispondenza della 12* ora, 4800 in corri- 
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spondenza della 24°, 3280 della 48* e 3020 
per la 72 ora. Al 7° giorno i leucociti si man- 
tenevano molto bassi pur non apprezzandosi 


Formula Leucocitaria 


Percentuale Valori assoluti/mmc 


neutr. eos. linf. mon.’ neutr. cos. linf. mon. 


Normale 29 +«#'!1 67 3 3480 120 8040 360 
Izh 48 43 +8 2361 49 2115 393 
24h 75 7,5, 3600 24 816 360 
48 h 71 — 2 3 2328 — 852 98 
72h 8 — 13 2476 392 «IS! 
7 73 — 23 4 2000 — 630 109 


Reticolociti 


Formula di Heilmever 
Percentuale , 


oO I II IV 


Normale 4.4 1§ 49 19 17 
dopo 12 h 3,9 7 3 43 19 
24h 3,1 - 2 13 28 $7 
48 h 0,9 I 18 SI 
72h 09 2 9s 
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Fig. 2 - Comportamento dei reticolociti del sangue periferico nel topo trattato con 6-aminonicotamide. 


(dose unica intraperitoneo: mg kg). 


Nel grafico sono espresse le variazioni massime ¢ minime, con la media di tali variazioni (linea centrale 


ulteriori ed evidenti riduzioni del loro numero 
(fig. 3). La diminuzione fu maggiore a carico 
dei linfociti, come si vede dallo studio delle 
formule (quale risulta dall’annessa tabella), con 
alterazioni morfologiche di questi, ma anche 
i granulociti risultarono nettamente interes- 
sati dalla intossicazione. Particolarmente si- 
gnificative le modificazioni a carico del mi- 
dollo osseo con un progressivo arresto della 
maturazione nelle ore successive alla iniezione 
della sostanza. 

Alla 48° ora la maggior parte degli elementi 
mieloidi era in atteggiamento mieloblastico; 
fra questi alcuni apparivano di dimensioni leg- 
germente superiori alla norma. Ancora pid rari 
risultavano a questa ora 1 promielociti, mentre 
erano quasi del tutto assenti le fasi successive 
fino al granulocito maturo. Per quanto ri- 


guarda la serie rossa, era presente ancora un 
certo numero di elementi classificabili come 
proeritroblasti mentre i pochi eritroblasti pre- 
senti apparivano prevalentemente fase 
ortocromatica, con nucleo piccolo ed inten- 
samente picnotico. 

Non ci fermiamo ulteriormente ad analiz- 
zare la morfologia del midollo osseo che é 
risultata analoga a quella osservata in prece- 
denza, anche da noi, con molte altre sostanze 
mielo-inibitorie; soltanto vogliamo _richia- 
mare l’attenzione sulla riduzione del numero 
delle mitosi, documentate dalla curva della 
figura 4 che riporta cifre relative a 1000 cel- 
lule midollari. Per la diminuzione assoluta 
delle cellule midollari, che si verifica in tali 
circostanze, la caduta delle mitosi é in realtad 
ancora maggiore. Nella figura 4 sono pure 
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Fig. 3 - Comportamento dei leucociti nel sangue periferico nel topo trattato con 6-aminonicotamide. 
(dose unica intraperitoneo: 50 mg/kg). 


Nel grafico sono espresse le variazioni massime e minime con la media di tali variazioni (linea centrale). 


riportate le curve cariologiche secondo Fieschi 
che dimostrano come alla 24? ora della nostra 
ricerca si verifichi un blocco delle mitosi in 
metafase cui fa seguito una scarsa ripresa 
dell’evoluzione mitotica in un secondo tempo. 

Lo studio anatomo-istologico degli organi 
ha confermato anzittutto una enorme diminu- 
zione delle dimensioni delle milze e questo 
dato é forse il r:lievo pit cospicuo del quadro 
istopatologico da noi osservato, con una ri- 
duzione splenica massima alla 48° ora, di 
notevolissima entita (28 mg contro 205 di 
media nei controlli). 

Istologicamente (fig. 5) si osservava uno 
spiccato sovvertimento della normale strut- 
tura dell’organo con fenomeni di lisi a carico 
dei follicoli, evidenziazione della componente 
vasculo-stromale e fenomeni emorragici dif- 
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fusi. Nonostante la cospicua riduzione di 
volume dell’organo, si poteva osservare co- 
stantemente anche una infiltrazione di mate- 
riale necrotico nel lume dei seni. 
Particolarmente cospicue furono anche le 
lesioni a carico del fegato (fig. 6), su cui ve- 
dasi pure la comunicazione di due di noi 
alla Societa Triveneta di Patologia (11). Si 
trattava fin dalle prime ore di fenomeni 
di rigonfiamento torbido degli epatociti e 
della evoluzione del processo regressivo nei 
quadri di degenerazione vacuolare soprat- 
tutto marcati alla 72* ora. Contemporanea- 
mente all’aggravarsi delle lesioni degenerative 
si notava una diminuzione della sudanofilia ¢ 
della pironinofilia delle cellule epatiche fino 
ad un massimo osservato negli animali sacri- 
ficati alla 72? ora nei quali il citoplasma degli 


2 
| 
\ 
\| 
\ 
51000 
UHH] | | | 
72h 79 
re 
li 
lu 
kc 
al 
Vv 
Si 
d 
|| 


HH 


SY 


SS 


se res o88 
10. N 24h 48h 72h 79 
q profase 


ZA Metafase 


z 46am-nicotam. i.p. 50 mg/Kg. 


24h 48h 


72h 79 


Fig. 4 - Comportamento delle mitosi, calcolate su 1000 cellule del midollo osseo di topo trattato con 6-aminonicotamide. 
Nel grafico sono riportati i valori massimi, minimi e medi di tali variazioni. 
Nell’inquadratura superiore viene riportata la curva cariologica secondo Fieschi. 


epatociti notevolmente aumentati di volume 
reagiva debolmente alla pironina solo in una 
limitata superficie all’interno del contorno cel- 
lulare. 

Dopo la 72% ora fu gia possibile osser- 
vare segni di una parziale ripresa della morfo- 
logia normale del fegato ed inoltre segni di 
metamorfosi grassa accompagnati da un netto 
aumento della componente reticoloistiocitaria 
con proliferazione delle cellule del Kuppfer. 

Il rene non ha dato invece modo di osser- 
vare segni di sofferenza molto marcata ma 
solamente un modico rigonfiamento torbido 
delle cellule del tubolo contorto soprattutto 


evidenti alla 72* ora. Al settimo giorno il 
quadro renale appare pit ricco di modifica- 
zioni patologiche rappresentate da processi di 
degenerazione albuminoidea delle cellule tubu- 
lari e da iperplasia reticolo-istiocitaria. 

A carico della lingua (fig. 7-8) si é osservato 
linstaurarsi di una atrofia del rivestimento 
mucoso che si é andata via via accentuando 
fino a dare delle soluzioni di continuo negli 
animali sacrificati al settimo giorno; lo strato 
basale della mucosa linguale mostrava segni 
di arresto dei fenomeni proliferativi accom- 
pagnati ad alterazioni degenerative nucleo- 
-citoplasmatiche delle cellule epiteliali. 
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Fig. § - Milza di topo trattato con 6-aminonicotamide e sacrificato 
alla 24* ora. Riduzione del tessuto linfatico e fenomeni di linfolisi. 


Col. Ematoss. Eos. - Ingrandimento 450 X. 


Fin dai primi momenti dell’intossicazione, 
l’intestino ha presentato gravi lesioni sia del- 
lepitelio dei villi quanto di quello delle ghian- 
dole: a carico di queste vi sono inizialmente 
segni di compromissione dei processi di divi- 
sione cellulare (fig. 9) rappresentati da un 
aumento nella percentuale delle figure meta- 
fasiche delle quali alcune apparivano anche 
alterate soprattutto per fenomeni di rigon- 
fiamento dei cromosomi o di lisi degli stessi. 
Successivamente le cariocinesi appaiono meno 
rappresentate che di norma e, alla 72* ora, la 
deflessione dell’indice mitotico appare molto 
evidente. Al settimo giorno si apprezza una 
ripresa dell’attivita proliferativa delle cripte 
ghiandolari ed una diminuzione nella fre- 
quenza dei segni di atipie mitotiche. L’epitelio 
di rivestimento dei villi partecipa al processo 
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con gravi lesioni degenerativo-necrotiche 
(fig. 10) osservabili fin dalle prime fasi dell’in- 
tossicazione mentre nella fase finale dell’espe- 
rimento, pur mostrandosi atrofico, non pre- 
senta pill quei gravi fatti degenerativi osser- 
vati nelle prime ore. 

Le ghiandole endocrine appaiono pure molto 
compromesse: specialmente le ghiandole sur- 
renali hanno presentato alterazioni istopato- 
logiche molto interessanti; fin dai primi mo- 
menti infatti si é notata una riduzione degli 
spongiociti ed una diminuzione della _piro- 
ninofilia delle cellule surrenaliche. Alla 72? ora 
compaiono alterazioni degenerative molto 
gravi in corrispondenza della zona reticolata 
mentre la zona glomerulare, la sottoglome- 


Fig. 6 - Fegato di topo sacrificato alla 72* ora dall’intossicazione. 
Lesioni degenerative, rigonfiamento torbido e vacuolizzazione 
degli epatociti. 


Col. Ematoss. Eos. - Ingrandimento 650 X. 
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Fig. 7 - Mucosa linguale di topo sacrificato alla 72* ora. Nello 
strato basale non si apprezzano pit i fenomeni proliferativi, 
mentre nell’insieme il rivestimento mucoso appare atrofico. 


Col. Ematoss. Eos. - Ingrandimento 450 X. 


Fig. 8 - Mucosa linguale di topo sacrificato al 7° giorno dal- 
l'intossicazione. Notevole atrofia del rivestimento mucoso. 


Col. Ematoss. Eos. - Ingrandimento 450 X. 


Fig. 9 - Intestino di topo sacrificato alla 48* ora dall’intossicazione. 
Si osserva una diminuzione delle figure mitotiche nelle ghiandole 
del Lieberkiihn nelle quali sono presenti alcune cariocinesi alterate. 


Col. Ematoss. Eos. - Ingrandimento 650 X. 


rulare e la fascicolata appaiono atrofiche. 
Al settimo giorno si osserva infine una ri- 
presa dell’attivita funzionale del surrene 
mentre persistono le alterazioni della zona 
reticolata. 

A carico del testicolo si é notata una com- 
romissione dell’attivita spermatogenetica del- 
Pepitelio dei tubuli seminiferi ¢ dei processi 
mitotici meiotici. 

Molti altri organi ed apparati presentano 
lesioni degenerative varie, specialmente sin- 
golari a carico dei muscoli: alcune di esse, 
ed in particolare le lesioni cutanee, neurolo- 
giche, oculari, verranno illustrate in apposite 
note in collaborazione con i relativi specia- 
listi. 
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Fig. 10 -"Intestino di topo sacrificato alla 72 ora dell’intossicazione. 
Si osservano alterazioni degenerativo-necrotiche del rivestimento 


Fig. 11 - Surrenale di topo sacrificato alla 72* ora dell’intossi- 
cazione. Profonde alterazioni degenerative della zona reticolata. 
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mucoso di un villo digiunale (apice). 


Col. Ematoss. Eos. - Ingrandimento 450 X. 


- 


Col. Ematoss. Eos. - Ingrandimento 450 X. 


CONCLUSIONI 


La 6-aminonicotamide si presenta come una 
sostanza altamente tossica per tutti i tessuti, 
di tipo antivitaminico e di massimo interesse. 
Essa determina, alle dosi fortissime da noi 
impiegate, gravi lesioni di tipo citolitico im- 
putabili con ogni probabilita ad un blocco 
dei fermenti respiratori. Essa pud essere anche 
considerata una sostanza antimitotica, come 
dimostrano i nostri studi sul midollo osseo, 
e causare quindi delle lesioni di tipo arigene- 
rativo, ma probabilmente la sua azione ¢ 
pitt complessa e i danni che una intossicazione 
acuta con questa sostanza determina non ap- 
paiono strettamente legati solo a modifica- 
zioni delle mitosi. Particolarmente intense sono 
le alterazioni, oltre che del fegato, del midollo 
osseo e del sangue (ove si determina una sin- 
drome di tipo ipoplasico bene documentata 
dalla scomparsa precoce dei reticolociti), del 
tubo digerente, in particolare della lingua, e 
del surrene. 

Potrebbe sembrare estremamente sugge- 
stivo un raffronto tra i dati ottenuti con la 
6-aminonicotamide e le lesioni anatomopa- 
tologiche descritte classicamente nella _pel- 
lagra acuta, tanto vicine ad essi con le lesioni 
boccali e della mucosa gastroenterica, del fe- 
gato, del surrene, del midollo spinale e per- 
sino con quella frequente atrofia della milza 
su cui insistevano gli antichi osservatori, cosi 
che alcuno potrebbe essere tentato di classi- 
ficare morfologicamente come pellagra acu- 
tissima il quadro da noi studiato. Ma non 
vogliamo fermarci qui su tali aspetti del pro- 
blema, anche perché la modalita di esperi- 
mento da noi seguita ed il tipo di animale 
impiegato non permettono raffronti diretti 
€ precisi. 

Riteniamo tuttavia importante segnalare le 
singolari e ancora meno note lesioni istolo- 
giche ed ematologiche indotte da questa so- 
stanza che, per la sua tossicita e per la singo- 
larita dei quadri istopatologici da essa indotti, 
appare certamente molto interessante: essa 
comunque rappresenta un nuovo grande 
successo della teoria degli antimetaboliti. Né 
deve venire sottovalutato il fatto che basti 
una cosi piccola modificazione della mole- 
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cola di un composto tanto diffuso come la 
nicotamide per dare un tossico cosi potente 
a cosi basso dosaggio. Non é ancora possibile 
dire se la 6-aminonicotamide potra venire 
applicata nella terapia umana fra gli antime- 
taboliti citochemioterapici, ad esempio per 
le forme linfoblastosiche come la sua estrema 
attivita linfolitica potrebbe lasciare preconiz- 
zare, se la sua alta tossicita per vari altri organi, 
specie per il sistema nervoso, non dovesse 
rendere estremamente guardinghi per tali 
tentativi. 

Siamo perd persuasi che il quadro anato- 
moistologico delle lesioni indotte da questo 
antimetabolita potra fornire oggetto di ul- 
teriori studi di notevole interesse generale. 


RIASSUNTO 


La 6-aminonicotamide @ un antagonista estrema- 
mente tossico della nicotamide. Il quadro istopato- 
logico della intossicazione acuta é particolarmente 
interessante. Nella presente nota ci si sofferma a 
studiare soprattutto le lesioni atrofiche ed ulcerative 
della mucosa del tubo digerente, la cospicua ridu- 
zione ponderale della milza con le alterazioni gravi 
dei follicoli linfatici, la profonda compromissionce 
del parenchima epatico, surrenale, testicolare, ecc. 
La 6-aminonicotamide determina pure una rapida 
paraparesi ed altre alterazioni neurologiche. Emato- 
logicamente, sempre nel topo, si sono osservate 
pronte lesioni da inibizione delle cariocinesi nel mi- 
dollo osseo con rapida scomparsa dei reticolociti e¢ 
forte diminuzione dei leucociti circolanti, in partico- 
lare dei linfociti. 


RESUME 


Modifications hématologiques et histologiques provo- 
quées par la 6-aminonicotinamide. 

La 6-aminonicotinamide est un antagoniste ex- 
trémement toxique de la nicotinamide. Le tableau 
histopathologique de l intoxication aigué est par- 
ticuli¢rement intéressant. Dans le présent travail les 
auteurs étudient surtout les lésions atrophiques et 
ulcératives de la muqueuse du tube digestif, l’im- 
portante réduction pondérale de la rate avec les 
graves altérations des follicules lymphatiques, I’at- 
teinte profonde du parenchyme hépatique, surrénal, 
testiculaire, etc. La 6-aminonicotinamide détermine 
en outre une paraparésie rapide et d’autres altéra- 
tions neurologiques. Au point de vue hématologi- 
que, les auteurs ont observé, chez la souris, l’appari- 
tion immédiate de lésions provoquées par 
bition des caryocinéses dans la moelle osseuse avec 
disparition rapide des réticulocytes et une forte di- 
minution des leucocytes circulants, et surtout des 
lymphocytes. 


SUMMARY 


Hematological and histological modifications caused by 

6-aminonicotamide. 

6-aminonicotamide is an extremely toxic antagon- 
ist of nicotamide. The histopathological pattern of 
acute intoxication is particularly interesting. In the 
present note, studies have been directed mainly to 
the atrophic and ulcerative lesions of the mucosa 
of the digestive tract, to the conspicuous reduction 
in weight of the spleen with severe alterations in the 
lymphatic follicles, and to the extensive involve- 
ment of the adrenal, hepatic and testicular paren- 
chyma, etc. 6-aminonicotamide also causes rapidly 
appearing paraparesis and other neurclogical alter- 
ations. Hematologically, in the mouse, rapidly 
appearing lesions have been observed due to mhi- 
bition of karyokinesis in the bone marrow, along 
with rapid disappearance of the reticulocytes and 
marked reduction in the circulating leukocytes, par- 
ticularly the lymphocytes. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Durch das 6-Aminonicotamid erzeugte hamatologisch: 
und histologische Verdnderungen. 

Das 6-Aminonicotamid ist ein dusserst toxischer 
Antagonist des Nicotamides. Von besonderem In- 
teresse ist das histopathologische Bild der akuten 
Vergiftung. In der vorliegenden Mitteilung wird 
vor allem auf die atrophisch-ulzerésen Verinde- 
rungen des Verdauungstraktus eingegangen, sowie 
auf den bedeutenden Gewichtsverlust der Milz und 
auf die tiefgreifenden Verinderungen ihrer Lymph- 
follikel, auf die bedeutende Schidigung des 
Leber-, Nieren-und Hodenparenchyms usw. Das 
6-Aminonicotamid verursacht ausserdem eine rasch 
eintretende Paraparese und andere neurologische 
Veranderungen. Hamatologisch wurden am Kno- 
chenmark der Maus rasch eintretende Schadigungen 
mit Hemmung der Zellverteilung raschem 
Schwund der Retikulozyten mit starker Abnahme 
der kreisenden Leukozyten und besonders der Lym- 
phozyten beobachtet. 


RESUMEN 


Modificaciones hematoldgicas y histologicas provocadas por 
la 6-aminonicotinamida. 

La 6-aminonicotinamida es un antagonista extre- 
mamente t6xico de la nicotinamida. El cuadro his- 
topatolégico de la intoxicacién aguda es _particu- 
larmente interesante. En la presente nota los autores 
se detienen a estudiar sobre todo las lesiones atro- 
ficas y ulcerativas de la mucosa del tubo digestivo, 
la conspicua reduccién ponderal del bazo con las 
graves alteraciones de los foliculos linfaticos, la pro- 
funda alteracién del parénquima hepatico, supra- 
rrenal, testicular, etc. La 6-aminonicotinamida de- 
termina también una rapida paraparesia y otras 
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alteraciones neurolégicas. Hematolégicamente, en 
el raton, se ha observado la aparicién inmediata 
de lesiones provocadas por inhibicién de las cario- 
cinesis en la medula Osea con rapida desaparicion 
de los reticulocitos y fuerte disminucién de los leu- 
cocitos circulantes, especialmente de los linfocitos. 
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CLINICA DELLE MALATTIE NERVOSE E MENTALI DELL’UNIVERSITA DI NAPOLI 
(Direttore: Prof. 1. M. Buscaino) 


Su alcuni aspetti istochimici del tessuto nervoso 
nelle avitaminosi sperimentali del gruppo B 


D. KEMALI - G. SCARLATO 


I risultati conseguiti dal punto di vista isto- 
logico ed istochimico in alcune avitaminosi 
del gruppo B sul tessuto nervoso, di cui si 
sono altrove (1-2) riportati gli aspetti mor- 
fologici pit salienti, ci hanno indotto ad 
estendere le indagini in tal senso anche alla 
avitaminosi B, ed a riportare in questa sede, 
un quadro riassuntivo delle modificazioni 
osservate nelle varie carenze vitaminiche del 
gruppo considerato. 

I metodi seguiti per questo studio sistema- 
tico sono stati quelli di Hard e Lassek per 
la fosfatasi acida (pH 4-5), la variante Da- 
nielli al metodo originale di Gomori per 
la fosfatasi alcalina (pH 8-9), e per l’acido 
ribonucleinico, la variante consigliata dal- Fig. 1 ~ Fosf. acida - 800 X. 
l’Istituto di Embriologia dell’ Universita di Cellula normale corna grigie anteriori midollo spinale. 
Bruxelles alla tecnica di Brachet (*). 

La sola modificazione da noi adottata ri- 
guarda la colorazione dei vetrini per la quale 
si ¢ adoperata la soluzione di bleu di toluidina 
consigliata a questo scopo dallo stesso Brachet. 


(*) La fase di allestimento sperimentale, la scelta ed il mante- 
nimento degli animali nelle varie avitaminosi sino all’inclusione 
in paraffina delle diverse sezioni del nevrasse, sono state tutte 
condotte nei Laboratori scientifici della S. A. Farmitalia, che 
ringraziamo. 

Il numero dei ratti utilizzati per ogni singola serie di avita- 
minosi é stato suddiviso in tre gruppi, ciascuno costituito da 20 
individui di cui § servivano di controllo e 1§ erano in carenza. 
Nel primo di questi gruppi, indicato come quello della « carenza 
iniziale», T'esperimento é stato interrotto al 15° giorno dallo 
inizio dell’avitaminosi. Nel secondo gruppo, indicato come 
«carenza intermedia», l’esperimento ¢é stato arrestato al 30 
giorno. Nel terzo gruppo infine, indicato come « carenza avan- 
zata», l’esperimento é stato interrotto, per quegli animali so- 
pravvissuti al grave stato carenziale, al 60° giorno dall’inizio 
dell’ avitaminosi. 

Tutti gli animali sono stati sacrificati per dissanguamento. 
Le perdite maggiori si sono verificate - specie nella carenza 
tiaminica — nel terzo gruppo. La dieta applicata é stata quella 
suggerita dal Gyorgy. Agli individui di controllo é stata som- 
ministrata la stessa dieta addizionata della vitamina carente. Cellula normale corna grigie anteriori midollo spin 


Fig. 2 -— Fosf. alc. - 800 X. 
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AVITAMINOSI B, 
Fosfatasi acida 


I reperti di maggior interesse riguardano 
le modificazioni nella distribuzione enzima- 
tica all’interno delle cellule di tutti i distretti 
del nevrasse. 

Nell’ambito delle cellule piramidali della 
corteccia cerebrale si riscontra una netta in- 
versione nella impregnazione cellulare: men- 


zione enzimatica: lo strato molecolare é pra- 
ticamente incolore, le cellule di Purkinje 
sono impregnate in maniera diversa non solo 
da lamina a lamina, ma anche per cellule 
della stessa lamina; esistono, perd, in alcune 
reperti normali di pallida evidenziazione 
protoplasmatica, senza rilievo nucleare o 
nucleolare, mentre in altre é molto evidente 
una marcata impregnazione nucleare o nu- 
cleolare (figg. 4 € 5). 


Fig. 3 — Fosf. acida - 1000 X - Avit. B;. 
Corteccia cerebrale; impregnazione massiva dello strato piramidale. 


tre di norma la sostanza cromatica nucleare 
da una reazione negativa alla fosfatasi acida, 
nelle nostre condizioni sperimentali si riscon- 
tra, nella gran parte dei casi, una marcata 
impregnazione nucleare e nucleolare, di con- 
tro ad una quasi assente reazione enzimatica 
del protoplasma. Nelle fasi piii avanzate di 
avitaminosi, le cellule piramidali appaiono 
cosi massivamente impregnate che non é@ 
possibile alcuna differenziazione endocellu- 
lare (fig. 3). 

Le cellule gliali, di cui non é possibile con 
questo metodo una pid precisa classificazione 
morfologica, presentano una diversita di im- 
pregnazione in rapporto alle caratteristiche 
funzionali: quelle devolute a finalita difensive 
e reattive, infatti, presentano una impre- 
gnazione marcata nucleo-nucleolare, *mentre 
le altre si comportano come tutte le cellule 
gliali dei preparati di controllo, sono cioé 
scarsamente delineate. 

Le strutture cerebellari mostrano, rispetto 
ai controlli, una netta diversita di distribu- 
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Con le caratteristiche pi sopra descritte 
sono presenti numerose cellule gliali in fase 
reattiva. 

Le cellule nervose dei nuclei pontini e bul- 
bari e quelle radicolari del midollo presentano 


Fig. 4 - Fosf. acida - 1000 X - Avit. B,. 


Cervelletto - Impregnazione massiva cellule di Purkinje. 
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anch’esse chiare modificazioni nella distribu- 
zione enzimatica, a seconda dei vari stadi della 
avitaminosi. La rete fibrillare protoplasma- 
tica, ben evidente in condizioni di normalita, 
appare variamente conglutinata accompa- 
gnandosi spesso ad una massiva impregna- 
zione nucleolare e talvolta nucleare. 

Le fibre nervose, normalmente impregnate 
o lievemente ipercolorate si presentano spesso 
di aspetto variamente contorto, di calibro di- 
verso, con qualche figura di conglutinazione. 
Tali aspetti appaiono con maggiore evidenza 
nelle fibre dei nervi periferici. 


Fosfatasi. alcalina 


Ferma restando la scarsa specificita di questa 
reazione per il parenchima nervoso, é pos- 
sibile tuttavia riscontraré qualche aspetto 
degno di un certo rilievo. Tali reperti ri- 
guardano le strutture cerebellari, quelle del 
tronco encefalico e del midollo spinale. 

Nelle cellule di Purkinje, a alii dei 
preparati di controllo, si nota, specie nelle 
fasi pit inoltrate di avitaminosi, un’assenza 
quasi totale nell’impregnazione cellulare. 

Le cellule gliali a funzione reattiva pre- 
sentano anche con questi metodi una pit 
marcata positivita enzimatica. 

Per quanto riguarda le strutture bulbari e 
midollari si osservano, nella massima parte 
degli elementi cellulari, una scarsa o assente 
impregnazione delle strutture nucleari e nu- 
cleolari, di contro ad una pallida, normale 


Fig. 5 - Fosf. acida - 800 X - Avit. B;. 


Cervelletto - Diversi gradi d’impregnazione delle cellule 
di Purkinje. 


impregnazione protoplasmatica. E proba- 
bile che cospicue alterazioni del nucleo nei 
neuroni bulbari e midollari, messe in evi- 


Fig. 6 — Fosf. acida - 600 X - Avit. B;. 


Midollo spinale - Impregnazione massiva cellulare. 


denza all’esame coi comuni metodi istologici 
in una buona parte delle cellule nervose, siano 
la causa di questi particolari reperti. 

Circa le strutture fibrose sia midollari che 
dei nervi periferici, la scarsa specificita di 
questo metodo istochimico per queste strut- 
ture non consente una qualsiasi descrizione. 


AVITAMINOSI B, 
Fosfatasi acida 


In questa avitaminosi, a differenza di tutte 
le altre carenze vitaminiche qui prese in esame, 
le alterazioni pitt spiccate si manifestano pre- 
valentemente in determinati livelli 
cerebro-spinale. 

Nelle zone emisferiche ben scarse sono le 
alterazioni: qualche cellula piramidale con 
impregnazione massiva, modici fatti reattivi 
gliali e soprattutto disfacimento di qualche 
gruppo di cellule granulari. 

Ben pitt marcate sono invece le modi- 
ficazioni dell’impregnazione enzimatica per 
quanto riguarda il midollo; esiste una netta 
diversita nella morfologia cellulare, tra i 
livelli lombari e quelli cervico-dorsali: le 
maggiori alterazioni sono evidenti soprat- 
tutto in quest’ ultimi e consistono in una pit 
marcata retrazione cellulare ed una pulvuru- 
lentazione delle strutture neurofibrillari en- 
docellulari (fig. 7). 


dell’asse 
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Cid che resta della fine trama fibrillare 
é un tenue aspetto pulvurulento evidente an- 
che nella zona di passaggio tra la cellula e 
l’assone. In talune cellule invece la congluti- 
nazione fibrillare @ presente soltanto nelle 
zone immediatamente perinucleari, degra- 
dando poi, nell’ambito della stessa cellula, 
verso la normale struttura protoplasmatica. 

Il nucleo, con reazione fortemente positiva 
a differenza dei controlli, presenta anch’esso 
un aspetto caratteristico di tipo picnotico. 


Fig. 7 — Fosf. acida - 800 X - Avit. B>. 
« Midollo spinale - Conglutinazione fibrillare endocellulare - 
Cercine perinucleare. 


Il nucleolo generalmente ben eviden- 
te; solo a volte, allorquando [I’aspetto pic- 
notico é estesamente diffuso a tutto il 
nucleo e al protoplasma, esso non risulta 
impregnato, confondendosi nell’ammasso pul- 
vurulento. 

I livelli midollari bassi, le zone del tronco 
encefalico, quelle bulbari e cerebellari non 
mostrano alterazioni a carico delle cellule 
nervose. 

In tutti i livelli dell’asse cerebro-spinale le 
fibre nervose non mostrano modificazioni 
della normale impregnazione. Lo stesso di- 
casi per le altre strutture sia parenchimali 
che stromatiche, se si eccettui la maggiore 
impregnazione delle cellule gliali devolute a 
finalita chiaramente reattive. 


Fosfatasi_alcalina 
Le strutture encefaliche e cerebellari sono 


impregnate, con questo metodo, in maniera 
simile alla norma. 
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Midollo e tronco encefalico 


Anche per questa reazione enzimatica le 
maggiori alterazioni si riscontrano a livello 
dei neuroni delle zone midollari alte (cervi- 
cali e dorsali). Nella massa amorfa del proto- 
plasma il nucleo mostra evidenti segni di 
sofferenza, presentandosi pulvurulento e con 
una zona perinucleare di marcata impregna- 
zione enzimatica (fig. 8). Tali aspetti con- 
cordano pienamente con quanto gia riscon- 
trato coi coloranti acidofili negli stessi livelli 


Fig. 8 — Fosf. alc. - 800 X - Avit. B>. 


Midollo spinale - Aspetto amorfo del protoplasma - 
Intensa positivita nucleo-nucleolare - Cercine perinucleare. 


midollari, e descritti come figure ad anello 
nelle cellule delle corna del midollo. 

I nuclei gliali sono discretamente evidenti; 
le altre strutture non mostrano differenze dai 
normali reperti. 

Data la scarsa specificita di questo metodo 
per le strutture Ebrose, non si evidenziano 
aspetti degni di rilievo a carico dei nervi peri- 
ferici. 

AVITAMINOSI B, 
Fosfatasi_acida 

Le modificazioni nei vari livelli del nevrasse 
della normale morfologia cellulare, osservate 
nel corso di questa avitaminosi, sono fra di 
loro sovrapponibili. 

Esse consistono essenzialmente in una inver- 
sione della normale reazione nucleo-nucleo- 
lare: alla normale prevalenza della reazione 
nucleolare si é sostituita infatti una intensa 
reazione nucleare: le strutture neurofibrillari 
protoplasmatiche, contrariamente a quanto 
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accade per le strutture fibrillari interstiziali, 
in cui la impregnazione avviene come di 
norma, sono solo parzialmente impregnate 
(fig. 9). Unica eccezione é rappresentata dal 
comportamento dei cestelli perineuronali delle 
cellule di Purkinje, nei quali non si osserva 
il minimo accenno ad una sia pur tenue impre- 
gnazione. 

Agli scarsi reperti di reattivita gliale propri 
di questa avitaminosi, fa riscontro una modica, 
normale impregnazione enzimatica. 

Le fibre cilindrassili sia del parenchima 
nevrassico, che delle sue dipendenze _peri- 


Encefalo e cervelletto 

I reperti di maggior interesse, rispetto ai 
preparati di controllo, sono nell’avitami- 
nosi B, riscontrabili solo nelle strutture en- 
cefaliche. Essi consistono in una marcata 
decolorazione dei preparati sottoposti a trat- 
tamento enzimatico e successivamente trat- 
tati con i coloranti acidofili. 

Alterazioni a carico delle sole cellule di 
Purkinje si osservano nell’avitaminosi ribo- 
flavinica in rapporto, forse, alle vistose le- 
sioni gia evidenziate nei preparati allestiti coi 
comuni metodi istologici. 


Fig. 9 — Fosf. acida - 800 X - Avit. Bg. 


Midollo spinale - Intensa positivita nucleo-nucleare - Pulvurulentazione protoplasmatica. 


feriche, mostrano una diversa positivita pro- 
babilmente rapportabile alle modificazioni 
degenerative riscontrate con i comuni metodi 
istologici. 


Fosfatasi alcalina 
Non sono stati evidenziati con questa reazione 


enzimatica reperti di rilievo nei vari segmenti. 


AvITAMINOS! AcIDO PANTOTENICO 


L’esame coi metodi istochimici per la fo- 
sfatasi acida ed alcalina non evidenzia modi- 
ficazioni ,degne di rilievo rispetto ai reperti 
osservati nei preparati di controllo. 


Actpo RIBONUCLEINICO 


Le variazioni nella distribuzione topogra- 
fica dell’acido ribonucleinico nelle varie avi- 
taminosi del gruppo B non sono state, con 
la metodica qui seguita, molto vistose. 

La trattazione si limitera pertanto ai soli 
rilievi di maggiore interesse. 


Prima di procedere alla breve esposizione 
di questi reperti giova richiamare I’attenzione 
sulla costante impregnazione, dopo il trat- 
tamento enzimatico, dei nucleoli delle cellule 
di Purkinje sia nei controlli che nei preparati 
di ratti nelle varie avitaminosi. I preparati in 
avitaminosi B, trattati con la ribonucleasi 
mostrano un aspetto pulvurulento di buona 
parte dei nuclei delle cellule di Purkinje, con 
una buona evidenziazione del nucleolo, a dif- 
ferenza invece di quanto accade, nella stessa 
avitaminosi, negli altri distretti del nevrasse. 


Midollo, bulbo e tronco encefalico 
Nell’avitaminosi tiaminica, oltre agli aspetti 
di pitt marcata differenza nella impregnazione 
protoplasmatica, nel preparati trattati con la 
ribonucleasi si evidenzia una frequente pul- 
vurulentazione nucleare in buona parte delle 
cellule dell’H grigio del midollo ¢ nel bulbo. 
Nell’avitaminosi riboflavinica é il nucleo 
invece che mostra i segni di una accentuata 
sofferenza che si esttinseca in una colorazione 
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pit pallida, rispetto ai preparati di controllo, 
egualmente trattati con l’enzima. 

Nell’avitaminosi piridossinica i reperti che 
maggiormente colpiscono sono |’apparente 
aumento del contenuto in acido ribonucleinico 
del nucleolo delle cellule del bulbo e dei seg- 
menti pitt alti del midollo spinale (cervicale 
e dorsale alto). Tale reperto é in rapporto 
forse all’assenza dell’impregnazione acidofila 
del protoplasma si che il nucleolo acquista 
maggior rilievo. Il nucleolo di questi prepa- 
rati, sottoposti all’azione enzimatica, mostrano 
infatti la stessa intensita di quelli non trattati 
con la ribonucleasi. 

Le srutture fibrose dei nervi_periferici, 
dato lo scarsissimo contenuto in acido ribo- 
nucleinico, non mostrano modificazioni se 
sottoposte a trattamento enzimatico rispetto 
ai preparati di controllo. 

I preparati dei vari livelli dell’asse cerebro- 
-spinale dei ratti in avitaminosi pantotenica 
non hanno evidenziato alcuna modificazione 
rispetto ai controlli. 
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Volendo riassumere i risultati sui diversi 
aspetti istomorfologici conseguiti nelle avi- 
taminosi sperimentali del gruppo B, si pud 
concludendo rilevare che a carico della fo- 
sfatasi acida, esiste: 

ne l’avitaminosi B,, una maggiore impre- 
gnazione nucleo-nucleolare degli elementi 
cellulari dell’encefalo, una diversita di aspetti 
nella impregnazione soprattutto a carico del 
nucleo o del nucleolo o di ambedue, nelle 
cellule del Purkinje e, nel midollo spinale, 
molte figure di conglutinazione e spesso 
scarsa possibilita di differenziazioni endo- 
cellulari; 

nell’avitaminosi B,, modiche alterazioni 
dello strato granulare encefalico mentre pit 
vistose sono le variazioni della normale mor- 
fologia cellulare, soprattutto nucleare, nel 
tratto cervico-dorsale del midollo spinale; 

nell’avitaminosi B,, una maggiore positi- 
vita della reazione enzimatica dei nuclei nella 
massima parte degli elementi cellulari del- 
l’asse cerebro-spinale. 
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Aspetto comune a tutte le avitaminosi é 
l’intensa positivita della glia a finalita difensiva 
O reattiva. 

Per la fosfatasi alcalina, i rilievi pit salienti 
riguardano: 


lavitaminosi B,, soprattutto nelle fasi pit 
inoltrate, in cui si rileva una minore positivita 
della reazione, con una quasi totale assenza 
dell’impregnazione nucleolare e soprattutto 
nucleare, nella maggior parte degli elementi 
cellulari dell’asse cerebro-spinale; 

l’avitaminosi B,, ove nelle cellule dell’H 
grigio del tratto cervico-dorsale si riscontra 
una generale pulvurulentazione nucleare - a 
volte anche protoplasmatica - con un cercine 
perinucleare di mancata reazione enzimatica. 


Di minor risalto sono i risultati sulla va- 
riazione nel contenuto dell’acido ribonucleinico. 
Pur con le riserve sulla valutazione quanti- 
tativa della metodica istologica seguita, essi 
permettono in primo luogo la generica con- 
statazione dell’esistenza di una ricchezza, in 
acido ribonucleinico, dei nucleoli delle cellule 
del Purkinje del cervelletto. Inoltre: 


la carenza tiaminica, nei raffronti con le 
altre avitaminosi evidenzia una maggiore e 
pit’ rapida decolorazione con una_pulvuru- 
lentazione della sostanza cromatica nucleare 
specie delle cellule bulbari e spinali; 


l’'avitaminosi B2, permette anch’essa il 
rilievo di una pulvurulentazione della croma- 
tina nucleare delle cellule di Purkinje e, in 
rapporto alle altre avitaminosi, una minore 
impregnazione del nucleo, dopo il tratta- 
mento enzimatico per i colori acidofili; 


l’avitaminosi B,, infine, evidenzia una 
apparente maggiore impregnazione nucleo- 
lare, dopo trattamento enzimatico delle cel- 
lule nervose del midollo spinale e del tronco 
encefalico. 


L’avitaminosi pantotenica, non ha evidenziato, 
sia nelle reazioni enzimatiche delle fosfatasi 
sia nel trattamento con ribonucleasi, elementi 
degni di rilievo nei raffronti coi preparati di 
controllo. 
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RIASSUNTO 


Nelle avitaminosi del gruppo B, le reazioni isto- 
chimiche delle fosfatasi afin cerebro-spinale di 
ratti danno luogo a reperti generali comuni ad ogni 
forma di carenza e reperti caratteristici per ogni 
singola avitaminosi. Reperto comune é Ilintensa 
positivita della glia reattiva per la fosfatasi acida. 
Nella carenza tiaminica, la fosfatasi acida crea una 
diversita di aspetti nell’impregnazione nucleo-nu- 
cleolare degli elementi cellulari dell’encefalo e del 
cervelletto ed una scarsa differenziazione delle cel- 
lule spinali. Nella carenza riboflavinica @ caratteri- 
stica per la fosfatasi alcalina una assenza di reazione 
enzimatica perinucleare negli elementi cellulari del 
tratto cervico-dorsale. Nella carenza piridossinica, la 
fosfatasi acida induce una massiva impregnazione 
enzimatica nucleare. Rilievi di minor risalto si os- 
servano invece dopo il trattamento con la ribonu- 
cleasi. 


RESUME 


Sur certains aspects histochimiques du tissu nerveux 
dans les avitaminoses expérimentales du groupe B. 
Dans les avitaminoses du groupe B, les réactions 

histochimiques des phosphatases dans l’axe céré- 
bro-spinal de rats fournissent des données générales 
communes a toutes les formes de carence et des 
données caractéristiques pour chaque avitaminose. 
Commune 4 toutes les formes est l’intense positi- 
vité de la névroglie réactive pour la phosphatase 
acide. Dans la carence thiaminique, la phosphatase 
acide crée une diversité d’aspects dans limprégna- 
tion nucléo-nucléolaire des éléments cellulaires de 
lencéphale et du cervelet et une faible différencia- 
tion des cellules spinales. Dans la carence riboflavini- 
que, une donnée caractéristique pour la phosphatase 
alcaline est absence de réaction enzymatique pé- 
rinucléaire dans les éléments cellulaires du tractus 
cervico-dorsal. Dans la carence pyridoxinique, la 
phosphatase acide provoque une imprégnation en- 
zymatique nucléaire massive. Des données moins 
marquantes sont par contre enregistrées aprés trai- 
tement par la ribonucléase. 


SUMMARY 


On some histochemical aspects of nerve tissue in expe- 
rimental avitaminosis of the B complex. 

In avitaminosis of the B complex, the histochemical 
reactions of the phosphatases in the cerebro-spinal 
axis of ra ts give rise to general patterns common 
to everyd eficiency form and to those characteristic 
for each separate form of avitaminosis. A com- 
mon pattern is the intense positivity of the glia for 
acid phosphatase. In thiamin deficiency, acid phos- 
phatase creates different appearances in the nucleo- 
-nucleolar impregnation of the cellular elements of 
the brain and little brain, and poor differentiation 
of the spinal cells. In riboflavin deficiency, an ab- 
sence of perinuclear enzymatic reaction in the cel- 


lular elements of the cervico-dorsal tract is character- 
istic for alkaline phosphatase. In pyridoxine defi- 
ciency, the acid phosphatase causes massive nuclear 
enzymatic impregnation. On the other hand, much 
less apparent observations are seen after treatment 
with ribonuclease. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Uber cinige histochemische Bilder des Nervengewebes 
bei experimenteller Avitaminose der B-Gruppe. 

Bei den Avitaminosen der B-Gruppe fiihren die 
histochemischen Reaktionen der Phosphatasen im 
Zentralnervensystem der Ratte zu Bildern, welche 
allen Karenzarten gemeinsam sind und zu Befunden, 
welche fiir jede einzelne Avitaminose charakteristisch 
sind. Allgemeinbefund ist die starke Positivitat der 
Gliareaktion gegeniiber der sauren Phosphatase. Bei 
Thiaminkarenz ruft die saure Phosphatase bei der 
Durchtrankung des Kernes und des Nucleolus der 
Gross-und Kleinhirnelemente ein verschiedenartiges 
Bild hervor, wahrend die Riickenmarkszellen wenig 
differenziert erscheinen. Bei Riboflavinkarenz ist 
fiir die alkalische Phosphatase das Fehlen einer den 
Zellkern umgebenden Enzymreaktion der Zelle- 
lemente des zervikalen und thorakalen Abschnittes 
charakteristisch. Bei Pyridoxinkarenz ruft die saure 
Phosphatase eine massive Enzymdurchtrinkung der 
Zellkerne hervor. Weniger auffallend sind hingegen 
die Befunde nach Ribonucleasebehandlung. 


RESUMEN 


Acerca de algunos aspectos histoquimicos del tejido ner- 
vioso en las avitaminosis experimentales del grupo B. 
En las avitaminosis del grupo B, las reacciones 

histoquimicas de las fosfatasas en el eje cerebrospinal 

de ratas dan lugar a hallazgos generales comunes 

a toda forma de carencia y hallazgos caracteristicos 

para cada avitaminosis. Un hallazgo comin es la 

intensa positividad de la glia reactiva para la fosfa- 
tasa acida. En la carencia tiaminica, la fosfatasa 
acida crea una diversidad de aspectos en la impreg- 
nacién nicleo-nucleolar de los elementos celu- 
lares del encéfalo y del cerebelo y una escasa dife- 
renciacion de las células espinales. En la carencia 
riboflavinica es caracteristica para la fosfatasa alca- 
lina una ausencia de reaccién enzimica perinuclear 
en los elementos celulares del tracto cérvicodorsal. 

En la carencia piridoxinica, la fosfatasa acida deter- 

mina una impregnacién enzimica nuclear masiva. 

Hallazgos de menor relieve se observan en cambio 

después del tratamiento con la ribonucleasa. 
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ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE E TERAPIA MEDICA DELL’UNIVERSITA DI PAVIA 
(Direttore: Prof. P. Introzzi) 


Sull’azione anticoagulante «in vitro» dell’ «-tocoferolo 


Osservazioni trombelastografiche 


G. M. MAZZETTI 


Gli studi sui rapporti che intercorrono tra 
vitamina E ed emocoagulazione traggono la 
loro motivazione dalle numerose, ma spesso 
contrastanti, osservazioni cliniche riguardanti 
la sua efficacia profilattica e terapeutica nelle 
malattie tromboemboliche ed in alcune emo- 
patie. 

Alle osservazioni di Mason, che per primo 
aveva segnalato l’insorgenza nell’animale ca- 
renzato di z-tocoferolo di gravi lesioni va- 
scolari, a localizzazione placentare, di tipo 
trombotico, fecero ben presto seguito le co- 
municazioni di Ochsner, Kay e vari altri ri- 
cercatori riguardanti 1 successi terapeutici 
ottenuti con |’z-tocoferolo in ogni tipo di 
vasculopatia, dalle forme di tromboflebite e 
di flebotrombosi, alle vasculopatie della gra- 
vidanza e nell’arteriosclerosi. Particolare ri- 
salto si é dato all’efficacia profilattica della 
vitamina E nel prevenire l’insorgenza delle 
tromboflebiti_postoperatorie. Crump ed Heis- 
kell hanno praticato la somministrazione pro- 
filattica di 100 - 200 mg di vitamina E pro 
die in un gruppo di operati, ottenendo una 
diminuzione dell’incidenza delle tromboem- 
bolie postoperatorie dal 6.34% al 2.29%; a 
risultati ugualmente favorevoli sono giunti, 
dopo osservazioni di un gruppo di 100 ope- 
rati, Wilson e Parry. 

Queste osservazioni cliniche hanno trovato 
conferma in numerose ricerche sperimentali, 
le quali dimostrarono un’azione anticoagulante 
della vitamina E. Gia nel 1948 lo Zieler, nel 
constatare questa azione ipocoagulante eser- 
citata dal fosfato di z-tocoferolo «in vitro », 
aveva avanzato l’ipotesi che si trattasse di una 


azione antitrombinica. Ricerche successive, 
condotte con frazioni purificate, hanno con- 
fermato questa ipotesi, precisando che I’a- 
zione antitrombinica si svolge «in vitro», 
attraverso la combinazione dell’x-tocoferolo 
con il fibrinogeno in un complesso stabile 
che risulta incoagulabile alla trombina. An- 
che la trombina si combinerebbe con |’z-toco- 
ferolo, perd in presenza di un’adeguata quan- 
tita di calcio-ioni il fosfato di z-tocoferolo 
precipita come sale calcico insolubile dell’e- 
stere fosforico dell’ x-tocoferolo, lasciando 
libera la trombina, che conserva la sua atti- 
vita coagulante sul fibrinogeno. Aggiun- 
gendo invece i calcio-ioni al complesso x-to- 
coferolo - fibrinogeno, quest’ultimo precipita 
quasi completamente con il sale calcico del- 
l’x-tocoferolo. 

L’z-tocoferolo si unisce alla trombina ed al 
fibrinogeno in proporzioni pil o meno de- 
finite: pili precisamente 0.9 mg di x-toco- 
ferolo sono necessari per inattivare 10 unita 
di trombina, mentre 0.25 mg si legano con 
un quantitativo di fibrinogeno variabile da 
1.25 a 6.25 mg. L’azione antitrombinica del 
fosfato di x-tocoferolo si esplicherebbe gia 
per una concentrazione della sostanza vicina 
al valore della tocoferolemia normale del- 
l'uomo (1 mg). Per questo motivo molti AA. 
considerano I’z-tocoferolo come una delle 
principali antitrombine circolanti, necessaria 
a correggere lo squilibrio tra fattori coagu- 
lanti ed anticoagulanti (De Takats). Anche 
ricerche condotte nell’animale e nell’uomo 
avrebbero dimostrato la proprieta della vita- 
mina E di aumentare il tasso dell’antitrom- 
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bina circolante (Reifferscheid, Matis) ¢ di 
ridurre |’ipertrombinemia provocata dall’inie- 
zione di istamina. Va tuttavia segnalato che 
questi ultimi rilievi non hanno trovato con- 
ferma dalle ricerche di controllo, effettuate 
con tecniche pid attendibili, di Overman ce 
di Coon. 

Queste osservazioni, le quali presuppongono 
un’azione ipocoagulante della vitamina E e 
ne sottolineano I’attivita terapeutica in malat- 
tie nelle quali viene comunemente praticata 
una terapia anticoagulante, mal si accordano 
con altre osservazioni nelle quali viene affer- 
mata un‘azione ipercoagulante di questa vi- 
tamina. 

Ad indirizzare le ricerche in questo campo 
furono, anche questa volta, le osservazioni 
cliniche. Si comincid col riferire sull’efficacia 
terapeutica della vitamina E nelle porpore in- 
sorgenti nel corso di crisi anafilattiche 0 con- 
seguenti all’azione delle irradiazioni, efficacia 
che venne riferita all’azione trofica esercitata dal 
farmaco sugli endoteli e sulla fragilita capillare; 
successivamente venivano comunicati 1 favo- 
revoli risultati ottenuti in casi di peliosi reu- 
matica di Schénlein-Henoch, di porpore 
trombopeniche e di emofilia. 

Queste modificazioni indotte dal farmaco 
nel decorso di vere malattie emorragiche, 
hanno spinto numerosi ricercatori a vedere se 
la vitamina E, anziché limitare la sua azione 
ad un aumento del trofismo degli endoteli, 
spingesse il suo intervento anche fino ad 
interferire su alcune fasi del processo della 
coagulazione. Gli esperimenti condotti «in 
vivo», sia nell’animale da esperimento che 
nell’uomo, non hanno perd messo in evi- 
denza dati univoci. Alcuni ricercatori hanno 
rilevato aumenti abbastanza significativi del- 
l’attivita protrombinica, del fibrinogeno e del 
numero delle piastrine, con accorciamento 
del tempo di coagulazione del sangue in toto, 
del tempo di ricalcificazione e della tolleranza 
eparinica, ma esperienze di controllo non 
hanno confermato questi dati. 

Particolare interesse, nel tentativo di chiarire 
le contraddizioni tra i due diversi indirizzi 
che sino ad ora sono stati seguiti nell’ inter- 
pretazione del problema rappresentato dai 
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rapporti tra vitamina E ed emocoagulazione, 
rivestono i contributi del Masure recente- 
mente riveduti da Marcacci e Camera. Questi 
AA., mentre da un lato hanno confermato 
l’azione ipocoagulante, antitrombinica eserci- 
tata dal fosfato di z-tocoferolo «in vitro », 
hanno nello stesso tempo messo in evidenza 
un’azione opposta, se pur di grado molto 
meno spiccato, dell’acetato di z-tocoferolo, 
che la forma’ comunemente impiegata 
per la somministrazione terapeutica di vita- 
mina E. Questa azione coagulo-acceleratrice, 
evidenziata da un accorciamento del tempo di 
coagulazione del sangue in toto, del tempo di 
ricalcificazione e del tempo di antitrombina, 
potrebbe giustificare i risultati sperimentali 
di quanti hanno descritto una tendenza all’iper- 
coagulabilita in seguito al trattamento con 
vitamina E, come pure 1 risultati terapeutici 
ottenuti nel corso di malattie emorragiche. 

Nell’intento di portare a una chiarificazione 
del problema, abbiamo intrapreso, serven- 
doci del metodo trombelastografico, una serie 
di esperienze comprendenti determinazioni 
«in vitro» e ricerche «in vivo» su ratti caren- 
zati di vitamina E e su conigli sottoposti a 
carico parenterale di questa sostanza. Ver- 
ranno in questa sede riferiti i soli dati riguar- 
danti l’azione esercitata «in vitro» dal fosfato 
di ~z-tocoferolo sul tracciato trombelasto- 
grafico, mentre i risultati degli esperimenti 
condotti «in vivo» saranno oggetto di pub- 
blicazioni ulteriori. 


Materiale e metodi 


Per le determinazioni trombelastografiche é stato 
usato il trombelastografo Hellige, usando la tecnica 
gia descritta in pubblicazioni precedenti. Al plasma, 
ottenuto per centrifugazione a 2000 r.p.m. per 10’, 
da sangue prelevato con l’aggiunta di ossalato di 
sodio 1.34%, nella proporzione di una parte di os- 
salato su nove parti di sangue, sono state aggiunte 
quantita progressivamente crescenti di fosfato di 
2z-tocoferolo, sciolto in soluzione fisiologica, dalla 
dose iniziale di 1.58 mg/cc, sino alla dose di 5 mg/cc, 
dosi superiori essendosi dimostrate capaci di impe- 
dire completamente la coagulazione del plasma 
ricalcificato. Le determinazioni trombelastografiche 
sono state quindi effettuate su 0.25 cc di ciascuna 
miscela, ricalcificati con 0.10 cc di CaCl, all’1.29 ° 
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Risultati e discussione 


Come appare dai trombelastogrammi, dalla 
tabella e dalle figure riportate, il fosfato di 
z-tocoferolo si & dimostrato capace di eser- 
citare una notevole influenza sui processi 
della coagulazione e di modificare profon- 
damente il tracciato trombelastografico. 

A partire dalle pit basse concentrazioni della 
sostanza si assiste infatti ad un marcato au- 
mento dei valori di r (tempo di reazione) e 


TABELILA 


Esperimento I Esperimento II 


mg - TPh 
ce di plasma | 
r k ma r k ma 
0.00 6 4 62 7 4 60 
1.58 7 3 56 7 5 59 
2.11 10 6 46 II 4 35 | 
2.82 17 26 28 16 15 29 | 
3.75 24 18 29 29 25 ; 24 | 
§.00 42 15 64 4 


Modificazioni indotte dall’aggiunta di a-TPh a plasma nor- 
male sui valori trombelastografici: 


r = tempo di reazione, k = tempo di formazione del coagulo, 
ma = ampiezza massima. 


di k (tempo di formazione del coagulo), cui 
corrisponde una ancor pit! marcata diminu- 
zione del valore di massima ampiezza (ma). 
Queste modificazioni sono direttamente pro- 
porzionali alla quantita di fosfato di z-toco- 
ferolo aggiunta al plasma, raggiungono la 
loro massima intensita per una concentra- 
zione di 5 mg/cc, dopo di che, per concen- 
trazioni superiori si giunge alla completa in- 
coagulabilita. La dose pit bassa impiegata, 
pari a 1.58 mg/cc ha perd determinato alte- 
razioni trombelastografiche poco accentuate, 
che diventano apprezzabili solo con la con- 
centrazione superiore (2.11 mg/cc). Questo 
valore é comunque sensibilmente superiore 
a quello indicato per il livello dei tocoferoli 
normalmente presenti nel sangue circolante. 
Per questo non ci sentiamo di confermare 
lipotesi emessa da vari Autori i quali attri- 
buiscono a queste sostanze il ruolo di regola- 
tori, attraverso il meccanismo d’azione anti- 
trombinico, dell’equilibrio tra sostanze coa- 
gulanti ed anticoagulanti del plasma. Le mo- 
dificazioni indotte dal fosfato di z-tocoferolo 
sul tracciato trombelastografico sono, nelle 
grandi linee, paragonabili alle modificazioni 
indotte, se pur a concentrazioni minori, dal- 
leparina. Se ne differenziano per la spicca- 
tissima diminuzione del valore di massima 
ampiezza, che gia alle concentrazioni minori 
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si ¢ abbassato notevolmente nei confronti 
delle determinazioni di controllo. Questo com- 
portamento trova la sua logica spiegazione 
nei risultati ai quali sono pervenuti, con l’im- 
piego di substrati purificati, gli AA. nordame- 
ricani gia citati, ed é riferibile ad una parziale 
defibrinazione del plasma, per la _precipita- 
zione del fibrinogeno con il sale calcico del- 
l’z-tocoferolo consecutiva all’aggiunta_ di 
CaCl,. Questo meccanismo ci sembra suffi- 
ciente a spiegare la marcata caduta del valore 
di massima ampiezza nei nostri trombelasto- 
grammi, senza invocare un’azione lesiva sulla 
funzionalita plastrinica, come invece si fa per 
spiegare l’azione dell’eparina. 

Resterebbe comunque confermata dai nostri 
esperimenti l’azione ipocoagulante esercitata 
dal fosfato di z-tocoferolo sulla coagulazione 
«in vitro », apprezzabile attraverso le marcate 
alterazioni trombelastografiche e svolgentesi 
con meccanismo eparinosimile e antitrombi- 
nico. 


RIASSUNTO 


L’Autore ha studiato l’azione del fosfato di «-toco- 
ferolo sulle caratteristiche del tracciato trombela- 
stografico, mettendo in evidenza un’azione anti- 
coagulante, eparinosimile della sostanza che si é 
esplicata con marcate alterazioni dei valori trom- 
belastografici di r, k, ma. Tali alterazioni sono state 
proporzionali alla quantita di fosfato di 2-tocoferolo 
aggiunta, e si sono rese evidenti a cominciare dalla 
concentrazione di 2.11 mg/cc mentre concentrazioni 
superiori a § mg/cc si sono dimostrate capaci di 
impedire completamente la coagulazione del plasma 
ricalcificato. 


RESUME 


Sur Paction anticoagulante « in vitro» de Pa-tocophérol. 
Données thrombélastographiques. 


L’auteur a étudié l’action du phosphate d’«-toco- 
phérol sur les caractéristiques du tracé thrombé- 
lastographique, en mettant en évidence que cette 
substance a exercé une action anticoagulante, de type 
héparinique, se traduisant par des altérations mar- 
quées des valeurs thrombélastographiques de r, k, ma. 
Ces altérations ont été proportionnelles a la quantité 
de phosphate d’s-tocophérol qui a été ajoutée, et 
elles sont devenues évidentes a partir de la concen- 
tration de 2,11 mg/cc, tandis que des concentrations 
supérieures 4 § mg/cc se sont avérées capables d’em- 
pécher totalement la coagulation du plasma recal- 
cifie. 
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SUMMARY 


On the in vitro anticoagulant action of x-tocopherol. 

Thrombelastographic observations. 

The author has studied the action of 2-tocopherol 
on the characteristics of the thrombelastographic 
tracing, showing up a _ heparin-like anticoagulant 
action of the substance, which is exerted with mark- 
ed alterations of the thrombelastographic values of 
r, k, ma. Such alterations are proportional to the 
quantity of 2-tocopherol phosphate added, and 
become evident starting from concentrations of 2.11 
mg/cc, whilst concentrations higher than 5 mg/cc 
have been shown to be capable of completely inhib- 
iting coagulation of recalcified plasma. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Uber die gerinnungshemmende Wirkung des Alpha- 
Tocopherols in vitro. Thromboelastographische Beo- 
bachtungen. 

Verf. hat die Wirkung des Alpha-Tocopherol- 
Phosphats auf die Eigenheiten der thromboelasto- 
graphischen Kurve untersucht und dabei die gerin- 
nungshemmende, heparinahnliche Wirkung dieser 
Substanz hervorgehoben, welche sich in deutlichen 
Veranderungen der Werte von r, k und ma in der 
thromboelastographischen Kurve usserte. Diese 
Veranderungen entsprechen den zugefiihrten Alpha- 
Tocopherolwerten und wurden von einer Konzen- 
tration von 2,11 mg/cm?’ an deutlich, wahrend 
Konzentrationen, welche 5 mg/cm! iiberstiegen, sich 
als geeignet erwiesen, die Gerinnung des rekalzifi- 
zierten Blutes vollkommen zu verhindern. 


RESUMEN 


Acerca de la accién anticoagulante « in vitro » del x-tocoferol. 

Observaciones trombelastogrdficas. 

Ei autor ha estudiado la accién del fosfato de 
a-tocoferol sobre las caracteristicas del trazado trom- 
belastografico, poniendo en evidencia que esta subs- 
tancia ha ejercido una accidn anticoagulante, de 
tipo heparinico, que se traduce por importantes 
alteraciones de los valores trombelastograficos de 


‘r, k, ma. Estas alteraciones han sido proporcionales 


a la cantidad de fosfato de a-tocoferol que se ha 
aiiadido y se han hecho evidentes a partir de la con- 
centraci6n de 2,11 mg/cc, mientras que concen- 
traciones superiores a § mg/cc se han demostrado 
capaces de impedir totalmente la coagulacién del 
plasma recalcificado. 
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OSPEDALE CIVILE DI VIAREGGIO — REPARTO OSTETRICO E GINECOLOGICO 
(Primario: Prof. M. Luisi) 


Sulla patogenesi dei crampi delle gestanti 
e loro terapia con pantotenato 


M. LUISI 


La patogenesi dei crampi rappresenta tut- 
tora un problema da risolvere. Accanto ai 
crampi che si manifestano dopo un atto mu- 
scolare ben definibile e nei quali gioca il 
fattore affaticamento (crampi_parafisiologici 
degli sportivi, crampi professionali, ecc.) 
altri si manifestano senza cause apparenti ¢ 
particolarmente durante il riposo notturno. 
Rientrano in questa categoria i crampi dei 
diabetici, degli artritici, degli uricemici ¢ 
quelli delle donne che si trovano nell’ultimo 
trimestre di gravidanza. 

Una elevata percentuale di gestanti, in 
questa regione, spesso accusa nell’ultimo tri- 
mestre crampi ai polpacci ¢ talvolta alle coscie, 
pit’ frequentemente la sera appena in letto ¢ 
talvolta al risveglio al mattino. Il sonno di 
solito non é disturbato. La frequenza e |’en- 
tita di queste crisi dolorose naturalmente 
variano da soggetto a soggetto. Talvolta una 
siffatta sintomatologia si osserva in modo 
veramente. clamoroso durante il parto ¢ nelle 
prime ore successive. Qualche gestante in- 
sieme ai crampi accusa fenomeni dolorosi alle 
estremita, formicolii, parestesie, ecc. Questo 
insieme di disturbi pud scomparire senza 
cura (ma il regime dietetico sia pur occasio- 
nalmente seguito non é un fattore da trascu- 
rarsi), con possibilita di ripresentarsi inspic- 
gabilmente, ossia senza che le interessate ne 
riescano ad addurre un motivo. 

Nella classificazione patogenetica dei crampi 
esposta da Teld quelli gravidici figurano pit 
volte e precisamente fra quelli: 

1) da deficit circolatorio (per esempio 
da stasi venosa); 


2) da lesione del neurone periferico (per 
quanto ci compete, per compressione dello 
sciatico) ; 

3) da squilibrio idrosalino (come nell’ipe- 
remesi gravidica) ; 

4) da intossicazione (come le gestosi); 

5) e tra quelli carenziali-disendocrini (per 
esempio da carenze vitaminiche, sul tipo dei 
crampi degli alcoolisti). 


Anche fra le cause elencate da Dumont, che 
ha il merito di aver introdotto il pantenolo 
nella terapia di questi disturbi, pur senza dare 
una spiegazione dei suoi successi, una pato- 
genesi per cosi dire vitaminica dei crampi 
trova direttamente o indirettamente riscontro. 
Essa potrebbe essere ad esempio invocata 
nello stato di tetania latente della gestazione 
(Benoliel), per le modificazioni a carico delle 
paratiroidi con turbe del metabolismo fosfo- 
calcico. Ma con calcio e vitamina D,, Dumont 
ha ottenuto soltanto il 22% di guarigioni, il 
30% di miglioramenti ed il 47% di insuc- 
cessi. 

L’ipovitaminosi B é stata spesse volte chia- 
mata in causa (Marche) e variamente riferita 
ai singoli componenti di questo complesso 
vitaminico: vitamina B,, vitamina B. (Per- 
rault e Coll., Rouqués, Kleine), vitamina B,, 
vitamina PP, acido pantotenico (Dumont). 

Ad una carenza di cocarbossilasi consegui- 
rebbe un deficit di enzimi glicolitici, quindi 
un deficit di ATPasi, al che seguirebbe logica- 
mente una insufficiente trasformazione del- 
ATP necessario alla concentrazione musco- 
lare. La tiamina avrebbe importanza anche 
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perché necessaria allo smaltimento dell’acido 
piruvico chiamato in causa esso stesso nella 
patogenesi dei crampi. La sua importanza 
troverebbe conferma nei risultati da taluno 
ottenuti nella terapia con questa vitamina; 
perd essa pitt che da sola, avrebbe dato risul- 
tati favorevoli se associata alla lattoflavina, 
all’amide nicotinica o addirittura a tutto il 
complesso B. A proposito della cocarbossilasi 
si potrebbe ricordare la sua azione moderatrice 
sull’attivita degli estrogeni, in rapporto al- 
l'iperestrinismo gravidico a cui sono stati 
pure riferiti i crampi delle gestanti; questi 
compaiono pit spesso nell’ultimo trimestre ma 
Dumont, somministrando estrogeni in ge- 
stanti, non ha rilevato maggior frequenza di 
crampi. 

Le concezioni patogenetiche che si basano 
su carenze vitaminiche stanno quindi guada- 
gnando sempre pit terreno, anche se, almeno 
come concause, non sono da disconoscere 
anche altri momenti etiologici quali gli sforzi 
bruschi, il raffreddamento associato alla fatica 
(crampo dei nuotatori) per accumulo al li- 
vello del sarcoplasma di acido lattico e di altri 
metaboliti, malattie del ricambio (diabete mel- 
lito), affezioni epatiche, miopatie (morbo di 
Bornholm, amiotrofie), affezioni neurologiche 
con lesioni dei neuroni centrali (sclerosi a plac- 
che, morbo di Wilson, morbo di Parkinson, 
compressioni midollari, lesioni delle vie pira- 
midali, ecc.) o del neurone periferico (nevriti, 
radicoliti, sciatiche, ecc.), intossicazioni (ta- 
bacco, stricnina, alcool con accumuli di acido 
piruvico per difetto di tiamina), disidrosi 
acuta. 


Potrebbero avere rapporti con le vitamine alcuni 
squilibri idrosalini che, secondo Teld, meritano una 
particolare considerazione nella patogenesi dei crampi 
che colpiscono individui in stato di disidrosi (cole- 
rosi, fuochisti, soggetti colpiti da emorragie acute), 
affezioni che comportano iperemesi (da stenosi_ pi- 
loriche; gravidica, ecc.) coi conseguenti squilibri 
idroelettrolitici e abbassamento del rapporto Na/K 
(Allen, Fleckenstein). 

Mentre un’adeguata concentrazione degli ioni Na 
é necessaria per il rilasciamento del muscolo, il K é 
richiesto per il processo di contrazione ed esatta- 
mente per la formazione e liberazione di acetilcolina 
(Shuman). L’effetto colinergico si traduce in effetto 
contratturante (Allen, Fleckenstein). L’abbassamento 
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del rapporto Na/K puo rendersi responsabile dello 
scatenamento di un crampo. 

Nelle gravide e puerpere é da prendere in consi- 
derazione anche il rapporto Ca/K che puo variare a 
favore del K in caso di insufficienza paratiroidea, 
alla quale conseguente Vipocalcemia. 

Come conseguenza logica di queste vedute sulle 
relazioni fra turbe idrosaline e crampi, Robinson ha 
proposto un trattamento con NaCl; Allen e Coll. 
hanno invece impiegato dei sali di calcio per ripor- 
tare alla norma il rapporto Ca/K. 

Bisogna tuttavia riconoscere che potrebbe 
essere considerato tuttora attuale l’appunto 
fatto da Kleine a Perrault ¢ Coll. ed a Rou- 
qués che hanno impiegato come lui la ribo- 
flavina in terapia: pochi AA. affrontano il 
problema della genesi dei crampi delle ge- 
stanti e tutt’al pit lo pongono in relazione 
con le loro preferenze terapeutiche. 

E evidente che, di fronte ad una sintomato- 
logia prevalentemente e spesso esclusivamente 
soggettiva, con frequenti remissioni spontanec 
e che spontaneamente pud recedere anche del 
tutto, il risultato terapeutico non rappresentera 
mai da solo un criterio valido ai fini della 
patogenesi, se non limitatamente ad una pura 
e semplice impostazione per una ipotesi di 
lavoro. 

Se una nuova era nella cura dei crampi 
delle gravide é iniziata da quando Dumont ha 
impiegato l’acido pantotenico, il problema 
dell’importanza di questo fattore nella pato- 
genesi di tali crampi é rimasto aperto. 

Questo Autore somministra 0,10 g di pan- 
tenolo p.d. per 10 giorni (il pantotenato di 
calcio anche a dosi di g 0,80 da risultati in- 
feriori). Pur tenendosi conto che il 47% delle 
gravide guarisce spontaneamente (Robinson), i 
risultati di Dumont sono veramente brillanti: 
in 2-6 giorni le guarigioni totali hanno rag- 
giunto il 61% ed i miglioramenti il 28%. 
Nei casi senza coesistenti varici le guarigioni 
totali sono il 70%; i miglioramenti il 24%, gli 
insuccessi il 6%; mentre la presenza di varici 
riduce le percentuali rispettivamente a 46 
e 35, col 19% di insuccessi. Rimando ai lavori 
di Dumont per quanto concerne la parita, la 
presentazione l’entita della sintomatologia 
dei suoi casi. 

In attesa che una dimostrazione diretta venga 
data attraverso dosaggi di pantotenato nel 
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sangue ¢ nelle urine di gestanti in rapporto 
alla comparsa o meno di crampi, io ho inteso, 
con questa mia nota, riproporre il problema. 
Nello stesso tempo desidero riferire sulla mia 
esperienza personale e prendere in esame al- 
cuni dati della letteratura che possono venire 
in appoggio ad una interpretazione dei risul- 
tati favorevoli ottenibili con l’uso della vita- 
mina suddetta nei crampi delle gestanti. 

Da circa quattro anni impiego il pantenolo 
nelle gravide e nelle partorienti che accusano 
crampi (e pirosi). Finora non ho rivolto I’at- 
tenzione a soggetti al di fuori dello stato 
puerperale. 

I casi registrati sono oltre 120, ma le osser- 
vazioni non catalogate sono altrettanto nu- 
merose. Trattasi per lo pit di gravide seguite 
negli ambulatori dell’INAM e dell’ONMI 
(il che ha permesso una casistica rilevante), 
oppure controllate nella pratica privata ed 
in Ospedale. 

Tra i casi registrati figurano soltanto 3 
partorienti, inoltre 8 gestanti nel secondo 
trimestre e¢ le rimanenti nel terzo, in epoca 
pitt o meno vicina al parto. 

Devo aggiungere per obiettivita che fra 
le numerose donne interrogate non poche 
hanno raccontato di aver gia sofferto nella 
gravidanza in corso di crampi, spariti senza 
cura ed altrettanto inspiegabilmente ripre- 
sentatisi. Probabilmente a questo proposito 
l’alimentazione non deve essere un fattore 
trascurabile; infatti non poche volte sono 
stati accusati i crampi da chi non ha fatto uso 
nella sua dieta di particolari cibi come i for- 
maggi. 

Collintento di contribuire alla soluzione 
del problema patogenctico di questi disturbi, 
ho creduto opportuno valutare nei soggetti 
in studio certi particolari di interesse anche 
endocrinologico, quali le strie gravidiche e il 
cloasma, oltre che alcune affezioni contem- 
poranee alla gestazione, come le varici, ecc. 

La parita non mi pare che sia un fattore degno di 
particolare attenzione, come del resto la costituzione, 
Peta, la gemellarita, la presentazione e la posizione 
del feto. Un rapporto coi crampi si pud negare anche 
per le gestosi e per il polidramnios. Pure le donne 


incinte con cloasma accentuato talvolta accusano 
crampi, talaltra ne sono esenti. 


Altrettanto invece non accade per le striae gravi- 
darum e per le varici. Dumont ha osservato la fre- 
quente coincidenza di crampi e varici, figurando 
queste ultime in circa 1/3 dei suoi casi con i disturbi 
in parola. Anche a me risulta frequente il riscontro 
di varici e crampi; perd tale coincidenza non é co- 
stante nemmeno nello stesso soggetto. Quindi, se 
pure si puO ammettere una predisposizione favorita 
dallo stato varicoso, altro deve essere il fattore sca- 
tenante. 

Quanto alle strie ho notato che non si riscontrano 
in oltre il 60-70%, delle gravide con crampi ed anzi 
non ¢ rara nella stessa donna un’alternativa fra le 
due manifestazioni in gestazioni successive. Perd 
nella pitt recente casistica ho avuto agio di con- 
statare che, seppure pitt di rado, possono accusare 
crampi anche le gestanti con le ben note strie cushin- 
goidi al ventre, alle mammelle o alle coscie. Forse 
nel decorso di una stessa gravidanza crampi e strie 
si manifestano in epoche diverse, come se le loro 
cause promotrici risiedano in circostanze di carattere 
opposto (*). 


Per l’impiego del pantotenato ho creduto 
opportuno adottare i seguenti criteri: 

1) dosaggio giornaliero mg $00; soltanto 
di rado (in travaglio di parto) raddoppiato: 

2) somministrazione per via parenterale: 
perd buoni successi si sono ottenuti anche con 
lassunzione per bocca; 

3) durata del trattamento al minimo due 
giorni, se il beneficio viene subito conse- 
guito, fino ad un massimo di 4-6 giorni; 
evenienza quest’ultima di rado_ verificatasi, 
perché il successo in oltre il 90% dei casi é 
veramente subitaneo; 

4) ripresa del trattamento in caso di re- 
cidive. 

Quest’ultimo punto merita che mi soffer- 
mi, in quanto che, se l’effetto benefico di 
solito ¢ immediato, in circa il 30% dei soggetti 
trattati esso non é stato duraturo. Anche queste 
recidive (dopo 20 giorni od oltre le prime 
manifestazioni) sono agevolmente dominabili 
come sopra si ¢ detto. 

Altrettanto Si osserva nel corso del parto. 
In una partoriente con una sintomatologia 
particolarmente vivace, manifestatasi dopo 
una violenta metrorragia del secondamento, 
1000 mg di pantenolo per via intramuscolare 
hanno sedato i crampi definitivamente in 15’. 


(*) Ho adoperato Pantenolo Roche ¢ Pantot 
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Come ho gia accennato, una spiegazione 
di questi risultati che consenta deduzioni pato- 
genetiche per ora é prematura. 

In un lavoro sulla terapia medica dei tu- 
mori genitali ho posto in discussione i rapporti 
tra somatotropina ipofisaria ed acido panto- 
tenico. Quest’ultimo starebbe all’ormone come 
l’acido folico agli estrogeni, nel senso di un 
necessario mediatore per lesplicarsi delle 
funzioni ascritte all’ormone stesso. Cito pure 
un lavoro di Patrono e Natoli sulla ripresa 
della crescita staturale di ragazzi trattati con 
acido pantotenico, dopo che estratti preipo- 
fisari avevano da soli fallito lo scopo. Diete 
carenti in acido pantotenico provocano spe- 
rimentalmente arresti della crescita (Chian- 
cone e Carrara; Ashburn; Levy e Silberberg). 
Lotspeich in ratti pantotenico-carenzati, poi 
trattati con STH, ha notato soltanto un mo- 
mentaneo aumento delle crescite, ma con 
ageravamento dell’ipovitaminosi. sin- 
drome sarebbe stata corretta esclusivamente 
con acido pantotenico. Secondo lA. la so- 
matotropina accresce il fabbisogno della vi- 
tamina, in mancanza della quale le sintesi 
proteiche non vengono pit incrementate 
dall’ormone. 

Pud la gestante saltuariamente o per lunghi 
periodi andare incontro a stati carenziali della 
vitamina, proprio per il consumo che ne fa- 
rebbe i] feto per Jl’accrescimento dei suoi 
tessuti? Possono i crampi rappresentare in 
gravidanza il campanello d’allarme per una 
condizione di deficit pantotenico? Talora si 
osserva che il trattamento fa scomparire 
anche pirosi ribelli ad altre cure, come se 
anch’esse rappresentassero un secondo segno 
di questa avitaminosi. 

Ma I’azione del pantotenato verso le cause 
determinanti i crampi é proprio di tipo vi- 
taminico o farmacologico? Nel dare una 
risposta si deve tener conto che oltre i $00 mg 
pro die che si somministrano per via paren- 
terale, |’organismo riceve il consucto apporto 
con gli alimenti. 

Cade qui opportuno un richiamo alle osser- 
vazioni sull’avitaminosi pantotenica fatte da 
Peraita durante la guerra civile spagnola ed 
ai risultati ottenuti da Gopalan con I’acido 
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pantotenico nella sindrome_parestetico-cau- 
salgica. 

Queste segnalazioni possono convincere ad 
ammettere la possibilita di stati carenziali anche 
per la vitamina in oggetto, nonostante la 
sua diffusione in natura. Non deve nemmeno 
sorprendere che certi stati di ipo-avitami- 
nosi si manifestino con quadri clinici direi par- 
ziali, quando si pensi che pure i trattamenti 
vitaminici non mostrano i loro effetti tipici 
contemporaneamente su tutti gli organi 
bersaglio. 

Ma anche altre spiegazioni potrebbero essere 
ritenute valide, trovando conferma nelle cono- 
scenze che possediamo sulle capacita fun- 
zionali del pantotenato. 

Nell’insufficienza surrenalica la perdita di 
elettroliti (anche per iperemesi, ecc.) negli 
spazi intercellulari porta in questo settore ad 
una ipotonia osmotica, per cui l’acqua viene 
attratta entro le cellule con conseguente suo 
sovraccarico. In questa evenienza fra l’altro 
SI sogliono manifestare crampi muscolari 
(Fedeli). 

Il pantotenato percid sarebbe benefico in 
quanto capace di stimolare il sistema ipofisi- 
-surrene (Olivi e Cheli) con produzione di or- 
moni glicoattivi. 

Ma l'influsso dei corticoidi non si esplica 
soltanto nei riguardi degli elettroliti. Mercé 
la loro attivita caratteristica sul ricambio 
glicidico, il pantenolo indirettamente potrebbe 
correggere anche un eventuale aumento del 
tasso piruvicemico (Olivi e Cheli). Si é gia 
visto che anche l’iperpiruvicemia é stata chia- 
mata in causa nella patogenesi dei crampi ¢ 
con questo indirizzo si é tentato di curarli con 
cocarbossilasi. 

Senza intravvedere per ora un legame con 
le manifestazioni tipo crampi ¢ pirosi, accenno 
anche ad altri effetti esplicati dal pantotenato: 
riduzione rapida del metabolismo basale 
(Annoni Longaretti), intervento del coen- 
zima A nel metabolismo del colesterolo 
(colesterolemia a volte ridotta, a volte au- 
mentata dietro somministrazione della vita- 
mina), nel senso che il CoA interverrebbe 
nella biosintesi colesterolica a partire dal- 
lacetato (reazioni di condensazione che av- 
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vengono nel fegato e nel surrene) e coadiu- 
verebbe altri enzimi nei processi fermentativi 
che interessano i prodotti di degradazione del 
colesterolo stesso. L’importanza di questi ed 
altri processi biologici nei quali ha ingerenze 
il pantotenato é tale da rendere particolarmente 
complessa I’interpretazione dei suoi effetti 
terapeutici. E indiscutibile che il pantenolo 
rappresenta il mezzo pit efficiente per risol- 
vere il sintoma crampi delle gravide, perché 
i risultati vantati con altri trattamenti per la 
percentuale di successi poco si discostano dalla 
media delle guarigioni spontanee (Robinson). 

Quindi se ab juvantibus cerchiamo di in- 
terpretare la patogenesi dei crampi é doveroso 
rivolgere I’attenzione al pantotenato ed in 
modo particolare al corrispondente coen- 
zima. Ma per il chiarimento del meccanismo 
con cui i crampi (e pirosi) nelle gestanti in- 
sorgono e vengono sedati mancano ancora 
troppi elementi per una soluzione definitiva. 


RIASSUNTO 


Nel quadro di una patogenesi vitaminica del crampo 
delle gestanti, l’A. sottolinea e discute l’importanza 
del pantotenato. Riferisce i favorevoli risultati te- 
rapeutici in oltre 120 casi trattati con questo fattore. 


RESUME 


Sur la pathogénie des crampes de la grossesse et leur 
traitement par le pantothénate. 

Dans le cadre d’une pathogénie vitaminique des 
crampes de la grossesse, l’auteur souligne et discute 
importance du pantothénate. Il rapporte les favo- 
rables résultats thérapeutiques obtenus dans plus de 
120 cas traités avec ce facteur. 


SUMMARY 


On the pathogenesis of cramps in pregnant females and 
their treatment with pantothenate. 

The author emphasizes and discusses the import- 
ance of pantothenate in the pattern of a vitamin 
pathogenesis of cramp in pregnant women, and 
reports the favourable therapeutic results obtained 
in Over 120 cases treated with this factor. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Uber die Pathogenese von Krémpfen bei Schwangeren 
und ihre Therapie mit Pantothenaten. 

Von der Voraussetzung einer Vitamin-bedingten 
Pathogenese der Krampfe der Schwangeren ausge- 
hend, hebt Verf. die Wichtigkeit des Pantothenates 
hervor und bespricht sie. Er berichtet iiber die 
giinstigen therapeutischen Erfolge, die bei 120 mit 
diesem Faktor behandelten Fallen erzielt wurden. 


RESUMEN 


Acerca de la patogénesis de los calambres del embarazo 

y Su tratamiento con pantotenato. 

En el cuadro de una patogénesis vitaminica del 
calambre del embarazo, el autor subraya y discute 
la importancia del pantotenato. Refiere los favora- 
bles resultados terapéuticos obtenidos en mas de 
120 casos tratados con este factor. 
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ISTITUTO DI FISIOLOGIA UMANA DELL’UNIVERSITA DI NAPOLI 
(Direttore: Prof. 


G. Bergami) 


Distribuzione della tiaminasi nel Mytilus galloprovincialis 


E. MAGRI - C. DE 


Per lo studio dell’attivita tiaminasica sono 
stati presi in esame un certo numero di specie. 
I pesci sono stati studiati pid particolarmente 
perché la tiaminasi fu osservata per prima 
proprio tra i pesci. 

Ricerche di Somogyi(1), peraltro non 
confermate, avrebbero messo in evidenza tia- 
minasi nei tessuti di animali terrestri. 

Deutsch ed Hasler (2) trovarono  tiami- 
nasi in 1§ specie di pesci di acqua dolce su 
31 esaminati e nessuna traccia nei pesci di 
acqua marina; agli stessi risultati sono giunti 
Leick e Agren (3). Reddy, Giri, Das (4) 
hanno studiato la tiaminasi su tessuto musco- 
lare di Lamellidens marginalis. 

Fujuta e Coll. (5) hanno preso in esame 
come sorgente di attivita tiaminasica tra i 
molluschi la Meretrix meretrix, tra i pesci il 
Carassius carassius e tra i batteri il B. thiami- 
nolyticus. 

Noi abbiamo iniziati gli esperimenti su 
Venerupis decussata (vongole), ma poich? it 
seguito abbiamo notata una maggiore atti- 
vita nel Mytilus galloprovincialis (cozze), ab- 
biamo preferito lavorare su quest’ultimo. 

Anche Fabriani, Fratoni ¢ Spadoni (6) su 
13 specie di Lamellibranchi studiati hanno 
trovato attivita tiaminasica in 11, tra cui le 
cozze. 


TECNICA 


Le cozze sgusciate ¢ pesate si omogenizzano 
con eguale quantita di NaCl al 25°,; NaCl 
al 3% si & dimostrato parimenti efficace. 
L’omogenato ¢ messo in agitatore per 6 ore 
a o°C, indi centrifugato a 12.000 


girl per 
30°; sul sovrastante si determina 


Pattivitd 


VITA - N. 


RIGILLO 


preparando due soluzioni: soluzione A e 


soluzione B. 


SOLUZIONE A SOLUZIONE B 


ml di omogenato 


w 
w 


ml di omogenato 


4 ml tiamina § mg°®, 4 ml tiamina 
1 ml Pufter fosfato 1 ml » Puffer fosfato 
M 15 a pH 6,8 t ml anilina 
1 ml di anilina 6 ml » acido triclora- 
cetico 


Le due soluzioni vengono portate in ter- 
mostato a 37°C per due ore. Successivamente 
abbiamo visto che il tempo di incubazione 
pud essere ridotto fino a 15’ per la forte attivita 
tiaminasica del materiale. 

Dopo lincubazione si aggiungono alla so- 
luzione A 6 ml di acido tricloracetico, quindi 
le due soluzioni vengono centrifugate a 4000 
giri circa; sul sovrastante si inizia il metodo 
di estrazione dosaggio della tiamina se- 
condo Woolley (7). 

In cilindri graduati con tappo smerigliato 
si pongono 3 ml del sovrastante, si 
gono 3 ml di alcool metilico, tre goccie di 
ferrocianuro di potassio al 2%, 1 ml di 
NaOH al 30% e si agita per due minuti. 
Si attende la separazione di due strati ¢ si 
rimuove lo strato acquoso sottostante con 
pipetta Pasteur a contagocce. Si lava per tre 
volte con 3 ml di acqua distillata ed infine si 
trasferisce il sovrastante in una provetta co- 
nica e si chiarifica con 2 ml di alcool etilico 
a 


age yiun- 


Nel frattempo si appronta una prova in 
bianco ed una prova standard con 40 ~ di 
aneurina egualmente trattata. 
lettura al fuorometro. 


Indi si esegue la 


95 


Nel diagramma accluso é riportata la curva A questo punto per esprimere l’attivita tia- 
standard per le diverse concentrazioni di aneu- minasica ci siamo serviti di una unita espressa 
rina (sol. § mg %). dalla seguente formula: 


UNITA TIAMINASICA 


(4g tiamina nel bianco con TCA-g tiamina nella prova) 


(min. incub.) (mg proteine'ml nella sol. enzima) (ml sol. enz. usata) 


100; 


0 10 20 25 30 35 


Ascisse: microgrammi di aneurina nella soluzione finale. 
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Ordinate: lettura sulla scala della trasparenza della percentuale di luce trasmessa per fluorescenza. 


Le prove sull’omogenato in toto hanno 
dato in genere i seguenti valori medi di let- 
tura al fluorometro (l’attivita tiaminasica ha 
delle variazioni stagionali): 


solvente = zero: 40 + di tiamina/ml = 100; 
omogenato con TCA 100; omogenato 
senza TCA = $1; proteine (sol. 1 100) = 0,375; 
unita 5,55 X 10°. 


Allo scopo di studiare la natura ¢ la sede 
dell’enzima abbiamo infine allestito omogenati 
di piede, di muscolo e di epatopancreas di 
cozze. Constatata che l’attivita tiaminasica 
nell’epatopancreas é preponderante rispetto a 
quella delle altre parti dell’animale, abbiamo 
allestito omogenati di solo epatopancreas 
avendo cura di escludere il tubo gastroen- 
terico e€ quindi una eventuale natura batterica 
di questo enzima nelle cozze. 


I valori ottenuti sono: 


Piede = Unita 1,5 10° 
Muscolo = Unita = 4,6 10" 
Epatopancreas = Unita = 5,6 10° 


RIASSUNTO 
Nel Mytilus galloprovincialis Vattivita tiaminasica 
¢ prevalente nell’epatopancreas. Si notano attivita 


sino a §,6 < 10-3 unita per milligrammo di proteine 
in omogenati di epatopancreas. 


RESUME 
Distribution de la thiaminase chez Mytilus gallopro- 
vincialis. 
Chez Mytilus galloprovincialis Vactivité thiami- 
nasique est prédominante dans l’hépatopancréas. On 


J. Biol. Chem., 19§2, 


note des activités atteignant 5,6 <x 10 unités par 
milligramme de protéines dans des homogénats 
d’hépatopancréas. 


SUMMARY 


Distribution of thiaminase in Mytilus galloprovincialis. 

Thiaminase activity in Mytilus galloprovincialis 
is mainly seen in the liver and pancreas. Activities, 
up to 5.6 xX 10° units per mg. protein are seen in 
liver and pancreas homogenates. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Verteilung der Thiaminase im Mytilus galloprovincialis. 

Im Mytilus galloprovincialis findet die Thiami- 
nasetitigkeit vorwiegend in der Leber und dem 
Pankreas statt. Man beobachtet an Leber-und Pan- 
kreashomogenaten eine Tatigkeit bis zu 5,6 x 10 
Einheiten pro mg Eiweiss. 


RESUMEN 


Distribucion de 
vincialis. 


la tiaminasa en el Mytilus gallopro- 


En el Mytilus galloprovincialis la actividad tiami- 
nasica es predominante en el hepatopancreas. Se 
advierten actividades hasta de 5,6 x 10-3 unidades 
por miligramo de proteinas en homogenados de 
hepatopancreas. 
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CLINICA DERMOSIFILOPATICA DELL’UNIVERSITA DI CAGLIARI 
(Direttore: Prof. P. Pinetti) 


Su di una particolare attivita esercitata sul complesso 
tirosina/tirosinasi da alcune specie dermatomicetiche 


P, PINETTI 


Robinson, Figge e Bereston (1) hanno se- 
gnalato qualche anno fa un interessante fe- 
nomeno da loro osservato in colture di Mi- 
crosporum audouini allestite su terreni ricchi 
di tirosina: l’aggiunta a completo sviluppo 
di una adeguata quantita di tirosinasi provoca 
un graduale progressivo annerimento del sub- 
strato che, contrariamente a quanto avviene net 
controlli, si arresta nettamente ad una certa 
distanza dalla colonia micetica lasciando tutt’at- 
torno da essa un’evidente zona anulare chiara. 

I suddetti ricercatori ritennero di poter 
dedurre da questa osservazione che il M. audo- 
uini elabora una «sostanza inibente capace 
di inattivare la tirosinasi e di impedire la rea- 
zione tirosina/tirosinasi (produzione di me- 
lanina) ». 

Le osservazioni di Robinson e Coll. furono 
in seguito confermate da Coudert e Pruniec- 
ras(2) i quali servendosi di una metodica 
leggermente modificata (terreni solidi an- 
ziché semisolidi all’agar) riproducono il fe- 
nomeno non solo in colture di Microsporum, 
ma anche di altre specie di miceti. 

I risultati di alcune ricerche preliminari (3) 
avevano condotto anche noi a confermare 
le osservazioni dei precedenti ricercatori ed 
a precisare che il fenomeno in discussione non 
é affatto esclusivo della specie Microsporum, 
ma si verifica in molte altre specie di dermato- 
miceti. Le nostre indagini condotte su terreni 
tirosinati liquidi ci avevano permesso di sta- 
bilire che il 50% dei ceppi di Epidermophy- 
ton, la quasi totalita dei ceppi di Trichophyton 
¢ tutti 1 ceppi di Microsporum presi in esame 
influenzavano la reazione  tirosina/tirosinasi 
impedendo totalmente l’annerimento del sub- 


strato, riducendone l’intensita o ritardandone 
la comparsa. Dalle nostre ricerche emergeva 
inoltre che l’attivita inibente in questione é 
pit: frequente ed intensa nei ceppi di recente 
isolamento e tende a ridursi nel 
successivi trapianti. 

In queste nostre ricerche preliminari ave- 
vamo utilizzato una tecnica ricalcata quasi 
esattamente su quella di Robinson che, a 
causa soprattutto della variabilita ed impurita 
dei campioni di tirosinasi impiegati, ci forniva 
spesso risultati che, se da un lato non lascia- 
vano alcun dubbio sull’esistenza generica del 
fenomeno studiato, non consentivano perd 
in tutti i casi una esatta valutazione della sua 
intensita. 

In un secondo gruppo di ricerche condotte 
principalmente con lo scopo di studiare le 
precise modalita di svolgimento del fenomeno 
e di giungere eventualmente ad una interpre- 
tazione del suo meccanismo genetico, abbiamo 
cercato di affinare la metodica sperimentale 
riuscendo a mettere a punto una tecnica che 
ci ha fornito risultati assolutamente costanti 
e di notevole chiarezza. La tecnica adottata 
¢ in breve la seguente. 


corso dei 


Ci siamo serviti di un terreno peptogluco- 
sato liquido (peptone 1%, destrosio 2%, 
estratto di lievito Difco 1%) con aggiunta di 
tirosina in ragione del 0,1 %. Le colture ven- 
nero allestite in tubi da batteriologia contenenti 
5 cc di terreno ai quali dopo sviluppo completo 
(20 giorni) aggiungevamo 0,5 cc di una pre- 
parazione di tirosinasi ottenuta con la seguente 
metodica. 

130 g di buccia di patate triturata vengono 
tenuti per 5 ore in 70 cc di tampone di fosfati 
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a pH La parte liquida viene colata attra- 
verso panno e¢ centrifugata. Il liquido limpido 
ottenuto viene trattato con mezzo volume 
di acetone. Il precipitato che si forma viene 
eliminato dopo centrifugazione ed il liquido 
nuovamente trattato con un volume di ace- 
tone. Con una nuova centrifugazione si rac- 
coglie il precipitato formatosi lo si ridi- 
scioglie i in 50 cc di soluzione tampone di fosfati 
a pH 7. Il liquido ottenuto dopo centrifuga- 
zione ¢ pronto per l’uso ¢ conserva, se tenuto 
in ghiacciaia, inalterata la sua attivita per 
10 € pill giorni. 

Con la metodica suesposta abbiamo ripreso 
in esame i ceppi dermatofitici precedente- 
mente studiati ed un buon numero di ceppi 
nuovi ottenendo risultati che confermano in 
modo chiaro quanto avevamo precedente- 
mente osservato e che riportiamo nella se- 
guente tabella. 


Dermatomiceti studiati 


Pari o di poco ridotta 


TRICHOPHYTON tonsurans 


epilans 
11 ceppi mentagroph yvtes 18,2 
megnini 
7 ceppi schénleini $7.2 
10 ceppt violaceum 100.0 


MICROSPORUM audouini 


6 ceppi canis 16,0, 


EPIDERMOPHYTON floccosum 


2 cepyt 50,0 


Le nostre ricerche ci consentono di preci- 
sare che il fenomeno di inibizione della rea- 
zione tirosina/tirosinasi descritto da Robinson 


e Coll.: 


1) appare con maggior costanza ed evi- 
denza impiegando preparati di tirosinasi pu- 
rificati e substrati colturali liquidi; 


2) presenta la massima intensita ed assoluta 
costanza nelle colture di miceti del genere 
Microsporum, intensita frequenza minori, 
ma sempre notevoli, in quelle di Trichophy- 
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ton tonsurans e di Tr. mentagrophytes, li- 

mitata ed irregolare intensita in quelle di 

Tr. schénleini e di Epidermophyton floccosum, 

mentre manca completamente e costantemente 
quelle di Tr. violaceum; 


3) € assolutamente indipendente dalle 
variazioni del pH del substrato colturale che 
si determinano nel corso dello sviluppo col- 
turale micetico; 


4) non appare legato alla presenza della 
massa miceliale e si verifica anche nel terreno 
dal quale siano stati allontanati per filtrazione 
i feltri micetici; 

5) & strettamente condizionato alla pre- 
senza di tirosina nel substrato durante lo 
sviluppo colturale e non si verifica quando 
tirosina e tirosinasi vengono aggiunte al 
substrato dopo che i miceti hanno raggiunto 
il loro completo sviluppo. 


Intensita dell’annerimento in confronto ai controlli 


Mancanza di annerimento 


Marcatamente ridotta 


45,5 % 36,3 
28 ,6 14,2°% 
16,0 % 68,0 
50,0 % 


Queste constatazioni ci hanno portato ad 
esaminare il fenomeno in discussione sotto un 
punto di vista sostanzialmente diverso da 
quello di Robinson e Coll. ed a porre molte 
riserve sulla interpretazione prospettata da 
questo A. che alla base dell’inibizione della 
reazione tirosina/tirosinasi sia da _ricercare 
essenzialmente un blocco dell’attivita enzi- 
matica. 

Ricerche in corso ci hanno fornito in pro- 
posito interessanti reperti che saranno oggetto 
di una ulteriore comunicazione. 
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RIASSUNTO 


Viene studiato nelle sue modalita di estrinsecazione 
un particolare fenomeno di blocco che si determina 
sulla reazione tirosina'tirosinasi per opera di alcune 
specie di dermatofiti. 


RESUME 


A propos @une activité particuli¢re exercée sur le com- 
plexe tyrosine-tyrosinase de certaines espéces de der- 
matophytes. 

L’auteur étudie les modalités selon lesquelles se 
déroule un phénoméne particulier de blocage que 
certaines especes de dermatophytes déterminent sur 
Ja réaction tyrosine-tyrosinase. 


SUMMARY 


On a particular activity exerted by the tyrosine-tyrosinase 
system by some dermatomycetes. 

Some dermatophyte species. are found to exert a 
blocking activity on the tyrosine-tyrosinase reaction. 
The mechanism of this particular activity has been 
investigated. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Uber eine besondere, von einisgeiigen Hautpilzarten auf 
den Komplex Tyrosin/Tyrosinase auseiibte Wirkyng. 
Es werden die Erscheinungen untérsucht, durch 

welche sich ein besonderer Hemmungsvorgang dussert, 

der durch die Reaktion zwischen Tyrosin und Ty- 
rosinase durch Einwirkung eciniger Hautpilze zu 

Stande kommt. 


RESUMEN 


Acerca de una particular actividad ejercida sobre el com- 
plejo tirosina-tirosinasa de algunas especies dermato- 
fiticas. 

Se estudia en sus modalidades de manifestacion 
un particular fendmeno de bloqueo que se determina 
sobre la reaccién tirosina-tirosinasa por obra de 
algunas especies de dermatofitos. 
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